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Resumen
R e s u m e n
Esta tesis tiene por objetivo inferir los patrones evolutivos que han caracterizado 
dos grupos de cangrejos de rio, el cangrejo de rio Austropotamobius italicus en Europa 
mediterrânea y la subfamilia de cangrejos enanos Cambarellinae, de Norteamérica. Los 
patrones inferidos se estudiaron a diferentes esealas temporales, incluyendo aspeetos 
fîlogenéticos, filogeogrâficos y de genétiea de poblaeiones. El estudio de estos patrones 
y los procesos subyacentes constituyen una herramienta elemental para el entendimiento 
de los factores a los que han respondido y la influencia de cada uno, aportando 
herramientas utiles para la conservaeiôn y manejo de estos grupos, o para el 
conocimiento de la historia evolutiva de un grupo.
El estudio de la variaeion y la variabilidad genétiea de eangrejos de rio no ha 
sido por muchos estudios hasta ahora, sin embrago observaeiones previas han 
documentado la importancia de las variaciones elimâticas y geogrâficas sobre la 
estructura de las poblaciones, asi como patrones de alto flujo genético entre las 
poblaciones de una misma unidad geogrâfica, que podrian ser consecuencia de una gran 
capacidad de dispersion y migraciôn, asi como de grandes tamaôos poblacionales. Estas 
han sido también algunas de las posibles condicionantes para llevar a cabo estudios de 
genética de poblaeiones, ya que algunos estudios han estado limitados por un muestreo 
insufïeiente tanto de poblaeiones como de variabilidad genética adeeuada para inferir 
los procesos de las poblaciones. Los estudios fîlogenéticos son también escasos, y las 
herramientas moleculares han sido aplicadas sobre todo a intentar resolver preguntas a
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altos niveles taxonômicos, eomo la monofilia de Astacoidea, o las relaciones entre las 
familias. Sin embargo, no se ha tenido el mismo resultado con las relaciones a niveles 
taxonômicos menores, como las relaciones entre géneros, mismas que no han sido 
esclarecidas, lo que ha sido atribuido a la carencia de muestreos taxonômicos eompletos 
y a la naturaleza homoplâsica de buena parte de los caractères apomôrficos de los 
distintos géneros. Otras razones podrian encontrarse en una escasa senal fllogenética 
encontrada en marcadores moleculares que en otros organismos suelen ser de utilidad 
(como algunos fragmentos mitocondriales) y una alta presencia de pseudogenes, que 
frecuentemente resultan en inferencias errôneas. Considerando los problemas antes 
aludidos, este trabajo doctoral ha puesto énfasis en un muestreo extenso tanto de las 
poblaciones eomo de la variaciôn genética y de los caractères moleculares informativos, 
en la inelusiôn de métodos de infereneia robustes y en adiciôn a los de caracterizaciôn 
molecular clâsicos. Lo anterior ha permitido la infereneia de patrones de diversiflcaciôn 
y demogrâficos de ambos grupos a diferentes escalas temporales, asi como los factores 
histôricos y recientes que les han dado forma.
Los dos grupos incluidos en esta tesis son grupos de cangrejo de rio de 
caracteristicas contrastantes, al ser representatives de eondiciones ecolôgieas distintas y 
a los que los fenômenos geogrâfieos y elimâticos han afeetado de manera distinta. Por 
un lado, el cangrejo de rio europeo se caraeteriza por una historia evolutiva altamente 
determinada por la variaciôn climâtica reciente. La diversidad encontrada hoy en dia en 
el género es mucho menor que la encontrada la contraparte norteamericana, y la 
variabilidad entre las poblaciones corresponde a fuertes variaciones demogrâficas en la 
historia mas o menos reciente, de hace unos pocos miles de anos y ha sido trascendente 
en las poblaciones de la Peninsula Ibérica sobre todo en el Pleistoceno, cuando un
4 -
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evento de expansion ha dado origen a la mayoria de las poblaciones actuales. Diferentes 
eventos histôrieos han moldeado a los cangrejos enanos, que presentan diferentes 
periodos de diversiflcaciôn, posiblemente relacionados tanto con eventos elimâticos 
como geogrâfieos. La variaciôn observada actualmente es mayor, posiblemente como 
resultado del patrôn de alta extineiôn en el continente europeo, derivado de los periodos 
glaciales recientes.
Los patrones microevolutivos del cangrejo de rio europeo en Espana inferido a 
través de marcadores nucleares microsatélites, identifican la importancia que tienen los 
movimientos llevados a cabo por el hombre en la diversidad genética de una especie. 
Primeramente, drâsticos y recientes cuellos de botella han sido registrados en esta tesis 
para la mayoria de las poblaciones analizadas, como resultado de un fuerte proceso de 
dériva hacia el interior de cada poblaciôn, que ha provoeado la fîjaciôn de diferentes 
frecuencias alélicas. Lo anterior podria reflejar la dramâtica reducciôn de las 
poblaciones en Espana del cangrejo de rio autôetono, y los patrones de flujo genético 
observados, m ismos que permiten las inferencias de dispersiôn a larga distancia, 
podrian reflejar los esfuerzos de conservaeiôn hechos para mantener o refundar algunas 
de sus poblaciones. Este estudio es un ejemplo de la influencia que las repoblaciones y 
otras prâctieas de conservaeiôn pueden tener sobre las especies.
En el caso de los eangrejos de rio enanos, los patrones microevolutivos inferidos 
se encaminaron a evaluar la importancia que tiene la hipôtesis de divergencia adaptativa 
en la diversiflcaciôn del grupo. Dado que las inferencias cladogenéticas habian 
mostrado que el patrôn de cladogénesis en alopatria (causado por vicarianzas o barreras 
geogrâficas), era el mâs generalizado en la subfamilia, la existencia de un par de
5 -
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especies hermanas en simpatria significaba una excepeiôn. Este patron se suele 
identificar con un contacto secundario o con divergencia adaptativa, es decir aquella 
mediada por diferencias de tipo eeolôgico entre dos grupos de poblaeiones, que 
eventualmente evolueionan aislamiento reproduetivo. Para définir si se trataba de uno u 
otro proceso, se infîriô el nivel de flujo genético entre las especies Cambarellus prolixus 
y Cs. chapalanus, cohabitantes de la cuenca de Chapala, centro de México, estando la 
primera restringida a las eondiciones de mâs de 4m de profundidad en el lago Chapala. 
Esta ultima condiciôn, aunada con la evaluaciôn del flujo genético entre las poblaciones 
de ambientes contrastantes, permitiô identificar un cierto grado de diferenciaciôn de la 
poblaciôn de mayor profundidad en el lago, mientras el resto presentaban diferentes 
grados de mezela. Lo anterior puede ser originado por un proceso de divergencia 
adaptativa, al tratarse de la ùniea especie limitada a eierta profundidad del grupo, por lo 
que la adaptaciôn es una condiciôn necesaria a su definiciôn, y la diferenciaciôn 
genética se explicaria por este proceso. Un proceso de este tipo ha sido documentado en 
otras especies de crustâceos, pero es la primera vez que se hace referencia en cangrejos 
de rio.
En esta tesis la integraciôn de diferentes tipos de herramientas moleculares se 
integra para inferir diferentes patrones evolutivos y han sido utiles para identificar 
diferencias y semejanzas en distintos grupos de cangrejos de rio, y representan una parte 
clave para la posterior aplicaciôn en âreas como la biologia de la conservaeiôn y la 
gestiôn de poblaciones, asi como el estudio biogeogrâfîco y de la adaptaciôn.
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Resumen
A b s t r a c t
This thesis aims to infer the evolutionary patterns that have characterized two 
groups of freshwater crayfish Austropotamobius italicus in Mediterranean Europe and 
the subfamily o f dwarf crayfish Cambarellinae o f North America. Inferred patterns were 
studied at different scales, including phylogenetic, phylogeographic and population 
genetics approaches. The study of these patterns and the underlying processes are a 
basie tool for understanding the factors to which have responded and its importance, 
providing useful tools for conservation and management of these groups, and the 
knowledge of history evolutionary group.
The study of variation and the genetic variability of crayfish has not been 
addressed by many studies to date, however previous observations have documented the 
importance o f climatic and geographical variations on the structure of populations and 
patterns of high gene flow among populations of a single geographical unit, which could 
be the result o f a great capacity for dispersal and migration, as well as large population 
sizes. They have also been some of the possible drawbacks to carry out studies of 
population genetics, as some have been limited by insufficient sampling of both 
populations and adequate genetic variability to infer population processes. Phylogenetic 
studies are also scarce, and the molecular tools have been mainly used to resolve 
questions o f higher taxonomic levels such as the monophylly of Astacoidea and the 
relationship between crayfish families. However, there has not been the same result with 
lower taxonomic level relationships, such as genera relationships, which have not been 
clarified, attributed to the lack o f comprehensive taxonomic sampling and the nature of
-9
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homoplasic characters defining genera and species. Other explanations include a lower 
phylogenetic signal found in the molecular markers than in other organisms (like some 
mitochondrial fragments like 16S rRNA) and a high presence of pseudogenes, which 
often result in erroneous inferences. Considering the problems aforementioned, this 
dissertation has emphasized large samples of both, populations and informative 
molecular characters, for the accomplishment of robust inference methods in addition to 
the classical molecular characterization of populations. This has allowed the inference 
of diversification and demographic patterns of both groups at different time scales, as 
well as historical and recent factors that have shaped them.
The two groups included in this thesis are crayfish of contrasting eharaeteristies, 
to be representative of different ecological conditions, in a way that geographic and 
climatic events have affected them differently. On one hand, the European crayfish is 
characterized by an evolutionary history largely determined by recent climate change. 
For example, the genetic diversity found today in the genus Austropotamobius is much 
smaller than that found North American counterparts, and variability among populations 
corresponds to strong demographic changes in history within a few thousand of years. 
This has been observed in populations of the Iberian Peninsula, where climatic 
modification during the Pleistocene can explain most of the genetic variation observed, 
due to an event of expansion that has given rise to most of the current populations. 
Various historical events have shaped dwarf crayfish, representing different periods of 
diversification, mainly related to both climatic and geographic events. The variation 
observed today in the only genus conforming the subfamily is higher than that observed 
for Austropotamobius, possibly as a result o f the higher extinction pattern in the 
European continent, from the recent glacial periods.
- 10-
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Microevolutionary patterns of European crayfish in Spain inferred by nuclear 
mierosatellite markers, identified the importance of human-mediated movements on the 
genetic diversity of a species. Firstly, the work coming from this thesis, found evidence 
of recent drastic bottlenecks for most populations studied, as a result of a strong process 
of drifting into each stock, which has led to the establishment of different allelic 
frequencies. This could reflect the dramatic decline in Spanish native crayfish stocks, 
and observed patterns of gene flow, which allow inferences of long-distance dispersal, 
and possibly related to the conservation efforts made to maintain or reestablish some of 
its populations. This study is an example of the influence that some conservation 
practices may have on the species.
In the ease of the dwarf crayfish subfamily, microevolutionary patterns inferred 
headed to assess the importance of the hypothesis of adaptive divergence in the 
diversification of the group. Since cladogenetic inferences showed that the pattern of 
dado genes is in allopatry, was the most widespread in the subfamily (caused by 
vicariance or geographical barriers), the existence o f a pair o f sister species in sympatry 
meant an exception. This pattern is usually identified with a secondary contact or 
adaptive divergence, i.e., that mediated by ecological differences between two groups of 
populations, which eventually evolve reproductive isolation. To define whether it was 
one or other process, we infer the level of gene flow between the species Cambarellus 
prolixus and Cs. chapalanus, cohabitants o f the Chapala Basin, central Mexico, the 
former being restricted to the conditions of more than 4 m depth in Lake Chapala. This 
last condition, together with the assessment of gene flow between populations in 
contrasting environments identified a degree of population differentiation of the deepest
- 11 -
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population in the lake, while the rest showed varying degrees of mixture. This can be 
caused by a process of adaptive divergence, being the only species restricted to a certain 
depth of the group, so that adaptation is a necessary condition to its definition. A 
process of this type has been documented in other species of crustaceans, but it is the 
first time referred to in crayfish.
In this thesis, the integration of different types of molecular tools allows the 
inference of different evolutionary patterns and has been useful to identify similarities 
and differences between different groups of crayfish, providing a useful key for 
subsequent application in areas such as conservation biology, population management, 
biogeography and biology of adaptation.
- 12-
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Introducciôn
!. 1 L o s  CANCREJOS DE RIO: DISTRIBUCIÔN Y DIVERSIDAD.
Los cangrejos de no son un grupo de Decâpodos que pertenecen al infraorden 
Astacidea, el cual incluye très superfamilias: 1) Astaeoidea (los cangrejos de rio del 
hemisferio Norte), 2) Parastacoidea (présentés en el hemisferio Sur) y 3) Nephropoidea, 
las langostas con quellpedos distribuidas en todas las grandes cuencas oceânicas. De 
entre estas, los cangrejos de rlo se encuentran representados en las dos primeras 
superfamilias, las cuales form an un grupo monofilético (Crandall et al., 2000b) que 
incluye a cerca de 640 especies reconocidas (Crandall y Buhay, 2008). Dentro de la 
superfamilia Astaeoidea dos son las familias de cangrejos de rio, la familia Astacidea 
présenté en Europa y el Oeste de los EEUU y Cambaridae, en el Este de EEUU y en 
Asia, mientras que la superfamilia Parastacoidea solo contiene a la familia Parastacidae. 
Las familias de cangrejos de rio tienen una distribuciôn cosmopolita, encontrândose en 
todos los continentes con excepciôn de Africa (aunque présentés en Madagascar) y la 
Antârtida (Figura 1). Dos son los puntos de mayor diversidad de especies: uno en el 
sureste de los Estados Unidos y otro en el sureste de Australia.
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Figura 1. Distribuciôn de los cangrejos de rio en el mundo, indicando la distribuciôn de 
las très familias que les incluye.
Los cangrejos de rio se pueden agrupar en cuatro tipos de acuerdo al uso que 
hacen del habitat: excavadores primaries (aquellos que pasan la mayor parte de su vida 
en galerias), habitantes de arroyos, habitantes de aguas lénticas (incluyendo a 
excavadores secundarios) y cavemicolas. Especies habitantes de cada tipo de habitat 
suelen manifestar adaptaciones similares en diferentes grupos (Figura 2). Por ejemplo, 
los excavadores primarios suelen poseer quelipedos y un cefalotôrax especialmente 
robustes debido a que tienen grandes câmaras branquiales y estructuras corporales 
relacionadas con la facilidad de excavar, Los habitantes de arroyos suelen poseer un 
abdomen grande, relacionado con la eficiencia natatoria y son intolérantes a bajas 
concentraciones de oxigeno en el agua. Las especies cavemicolas por su parte presentan 
una serie de especializaciones morfolôgicas como la pérdida de pigmentaciôn, la 
reducciôn o carencia de ojos y unas extremidades corporales y sensoriales alargadas.
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Figura 2. Algunas especies de cangrejos de rio, mostrando diferentes adaptaciones 
morfolôgicas comunes entre especies que ocupan habitats similares. a) Procambarus 
franzi, una especie cavernicola; b) Cambarus polychromatus, una especie especializada 
en la excavaciôn y la vida subterrestre.
La mayoria de los cangrejos de rio tiene una vida de alrededor de dos anos, 
aunque esto es muy variable y se relaciona, como en otros grupos animales, con factores 
como el tamano mâximo alcanzado, ya que hay especies que pueden vivir mas de 20 
anos (Crandall y Buhay 2008). La reproducciôn es sexual, aunque hay registres de 
individuos hermafroditas e incluse partenogenéticos (Scholtz et a l, 2003). 
Generalmente son omnivores y por le general de habites nocturnes. Existen algunas 
especies que pueden ser extremadamente destructivas cuando son introducidas. Algunas 
especies son particularmente invasivas como Orconectes rusticus y Procambarus 
clarkii y han side ampliamente diseminadas con fines econômicos. Estas especies han 
significado una auténtica catâstrofe en muchos de los ecosistemas en los que han side 
introducidos, pero la gran mayoria de los cangrejos de rio tienen distribuciones 
extremadamente limitadas y se piensa que estân bajo algùn tipo de amenaza como 
consecuencia del deterioro generalizado de sus habitats.
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I. 2 ASPECTOS FILOGENÉTICOS d e  LOS CANGREJOS DE RIO
La hipôtesis filogenética mas aceptada para el infraorden es que los cangrejos de 
rio son monofiléticos y que su grupo hermano es Nephropoidea (Crandall et al., 2000a). 
La superfamilia Parastacoidea contiene una familia, Parastacidae, con 15 géneros y 176 
especies. Por otra parte, Astaeoidea contiene dos familias, Astacidae y Cambaridae. 
Astacidae contiene très generos {Pacifastacus, Astacus y Asutropotamobius) (Hobbs, 
1974), aunque altemativamente se han propuesto hasta seis agrupaciones genéricas 
(Starobogatov, 1995) y de 16 a 39 especies. La familia Cambaridae contiene dos 
subfamilias (Cambarellinae y Cambarinae) que a su vez agrupan a 11 géneros 
{Barbicambarus, Bouchardina, Cambarellus, Cambarus, Distocambarus, 
Fallicambarus, Faxonella, Hobbseus, Orconectes, Procambarus, Troglocambarus) y el 
género asiâtico Cambaroides, cuya posiciôn filogenética es aùn enigmâtica, al situarse 
entre ambas familias. Cambaridae tiene un total de 445 especies (Crandall y Buhay 
2008).
Las relaciones fllogenéticas de los cangrejos de rio a niveles taxonômicos altos 
estân, en general, bien entendidas. Las dos superfamilias Parastacoidea y Astaeoidea 
son monofiléticas y forman un grupo hermano (Crandall et a l, 2000b; Rode y Babcock, 
2003). Dentro de los Astaeoidea la familia Cambaridae es parafilética, dado que uno de 
sus géneros, Cambaroides, conforma un linaje basai a Astacidae y al resto de 
Cambaridae (Braband et al., 2006). Con relacion a la familia Astacidae, la taxonomia 
dentro de los géneros Astacus y Pacifastacus se basa en la revision morfolôgica de 
Hobbs (1989). La filogenia y taxonomia dentro del género Austropotamobius ha sido 
revisada por Grandjean (2000), Zaccara et al. (2004) y Fratini et al. (2004), los cuales
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proponen dos especies y cuatro subespecies. S in embargo, la familia Astacidae requiere 
de un estudio general e integrado para lograr una taxonomia estabie.
En cuanto a Parastacoidea, las relaciones fllogenéticas entre géneros se han 
resuelto con marcadores mitocondriales (Crandall et al., 2000a) y de los 15 géneros 
aceptados hoy en dia, 8 han sido corroborados por su monofilia (Horwitz y Adams 
2000, Austin 1996, Schull et al., 2005, Hansen y Richardson 2006 y Schultz et al., 
2007).
Los problemas a la hora de determinar las relaciones fllogenéticas en los 
cangrejos de rio se han vuelto aparentes sobre todo a la hora de establecer las relaciones 
entre especies. La mayoria de los estudios no ha contado con muestreos lo 
suficientemente extensos y se han basado en unas pocas especies o poblaciones, debido 
en parte a la cantidad de taxa que se distribuyen por un amplio territorio. La inclusion 
de caractères moleculares en los estudios taxonômicos y fllogenéticos han mostrado la 
existencia de numerosas homoplasias morfolôgicas, y la alta plasticidad fenotipica que 
aparece en las poblaciones de una misma especie (Braband et al., 2006, Crandall y 
Fitzpatrick 1996, Taylor y Hardman 2002). Ademâs, la utilizaciôn de caractères 
moleculares ha revelado casos de parafilia, en las relaciones fllogenéticas previamente 
establecidas con caractères morfolôgicos, el descubrimiento de especies cripticas y la 
existencia de algunas especies que fueron descritas por caractères morfologicos y que 
no son soportadas con caractères moleculares (Austin 1996, Grandjean et al., 2000, 
Hansen y Richardson 2006, Crandall et al., 2008). Como resultado, Sinclair et al. 
(2004) propusieron complétai una filogenia basada en multiples genes mitocondriales y 
nucleares. En general, se piensa que debido a que la homoplasia es comùn en la historia
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evolutiva de muchos grupos de cangrejos de rio, solo a través de una cobertura 
taxonômica compléta se podrâ contar con inferencias fllogenéticas mas fiables.
1 .3 E l e s t u d io  d e  l a  e v o l u c iô n  a  d if e r e n t e s  e sc  a l a s
Por mucho tiempo se ha debatido sobre si en los procesos evolutivos asociados a 
grandes clados a una escala temporal de decenas o cientos de millones de anos se 
pueden identificar caracteristicas diferentes a las explicables por la evoluciôn a nivel 
poblacional. Este debate es lo que lleva a la diferenciaciôn entre macroevoluciôn, 
entendida como los procesos a escalas temporales mayores y microevoluciôn, como 
aquella relacionada con procesos a nivel de poblaciones de una especie. Con el tiempo, 
la tendencia general ha hecho que el término macroevoluciôn caiga en desuso, sobre 
todo al haber sido errôneamente adoptada para algunas justificaciones de tipo 
creacionista. En parte por ello muchos cientfficos han preferido hacer hincapié en que 
los procesos macroevolutivos no son mas que el resultado de la extensiôn de los 
procesos microevolutivos a escalas de tiempo mayores que las de poblaciones.
En esta tesis se abordan aspectos evolutivos de los cangrejos de rio a diferentes 
escalas temporales, considerando ambos conceptos como enfoques de un mismo 
proceso evolutivo. De esta forma, un objetivo fundamental del estudio evolutivo de un 
grupo es la identiflcaciôn e importancia que microevoluciôn y macroevoluciôn han 
tenido en su historia evolutiva.
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1.3.1 Patrones macroevolutivos
El concepto de macroevoluciôn ha cambiado considerablemente desde su 
proposiciôn. Fiiipchencko en 1927 (en Burian 1988) propuso el concepto en referenda a 
que la herencia citoplâsmica no mendeliana era responsable de la formaciôn de taxa por 
encima del nivel de especies (Erwin 2000). Posteriormente, su estudiante Dobzhansky 
(1937) introduce el término de la siguiente manera: ''there is no way toward an 
understanding o f  the mechanisms o f  macroevolution, which require time on a 
geological scale, other than through a fu ll comprehension o f  microevolutionary 
processes... For this reason, we are compelled, at the present level o f  knowledge 
reluctantly to put a sign o f  equality between the mechanisms o f  macro- and micro- 
evolution'". Dobzhansky deja claro que la asunciôn de que los procesos macroevolutivos 
son los mismos que los microevolutivos es una necesidad derivada de las limitaciones 
del conocimiento que en ese momento se tenia de los mecanismos evolutivos, pero no 
una condiciôn. Sin embargo, desde entonces mayor atenciôn se ha enfocado en las 
herramientas expérimentales que han demostrado la operaciôn de la selecciôn natural a 
la escala de poblaciones, pero mucho menos explorado ha sido el campo para la puesta a 
prueba de hipôtesis macroevolutivas, probablemente como resultado de limitaciones 
metodolôgicas para su abordaje (Tarver et al., 2010). S in embargo, una vez 
considerando la evidencia mas abajo expuesta y dado que la errônea utilizaciôn del 
término cientiflco macroevoluciôn no condiciona que sea correcto, en esta tesis se 
considéra vâlido y se hace referencia al mismo en las ocasiones pertinentes.
Los fenômenos macroevolutivos son mas évidentes en el campo paleontolôgico 
(Stanley, 1975). Evidencias como la observaciôn de explosiones de diversificaciôn
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biolôgica en ciertos intervalos geolôgicos han sido bien documentadas y gracias a ellas 
se han demostrado procesos como las extinciones masivas, el origen de novedades 
evolutivas y la disparidad en el cambio morfolôgico y de diversificaciôn cladogenética 
(Rabosky y McCune, 2010; Young et al.), los cuales reflejan mecanismos por encima 
del nivel de especies. Hipôtesis como el equilibrio puntuado (Eldredge y Gould, 1972) 
se pueden identificar con procesos macroevolutivos. El uso del término macroevoluciôn 
ha suscitado considerable controversia, sobre todo con respecto a si existen distintos 
procesos atribuibles a los patrones macroevolutivos (Rabosky y McCune, 2010). La 
pregunta en cuestiôn es si los mecanismos microevolutivos brindan una explicaciôn 
suficiente para los patrones macroevolutivos, o si existen propiedades emergentes en el 
nivel de especies o superior que requieran hacer referencia a procesos macroevolutivos.
El incremento de los estudios fllogenéticos en las ultimas décadas ha proveido 
de un contenido evolutivo inusitado, y ha permitido probar hipôtesis macroevolutivas 
(Figura 3). A partir de ello, diferentes mecanismos han sido documentados en varios 
grupos para explicar los patrones macroevolutivos: 1) la selecciôn de especies, 2) las 
fuentes de variaciôn y su relaciôn con las constricciones evolutivas y 3) la disparidad en 
la tasa cladogenética entre diferentes clados. De esta forma, el estudio de los patrones 
macroevolutivos mediante la correcta inferencia filogenética es una parte importante del 
estudio evolutivo de un grupo.
En la figura 3 se puede ver ver un ejemplo hipotético de selecciôn de especies, 
un patrôn macroevolutivo, a consecuencia de que la selecciôn puede actuar sobre un 
rasgo a dos distintos niveles. Un rasgo se origina por mutaciôn y es fljado râpidamente 
en una especie por sus efectos positives en la supervivencia y reproducciôn (a). Si
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suponemos que este rasgo se relaciona con las tasas de especiaciôn o extinciôn, 
entonces se observaria un consecuente incremento (b) o disminuciôn (c) de la frecuencia 
de este rasgo en el clado, debido al la selecciôn al nivel de especies (d). No hay en esto 
una relaciôn necesaria entre la adecuaciôn individual y la diversificaciôn en el clado, 
porque la frecuencia del rasgo dentro del clado puede variar independientemente de la 
adecuaciôn hacia dentro de las poblaciones. Algunos rasgos emergentes como el tamano 
corporal son ejemplos de cômo la selecciôn puede ocurrir al nivel de especies (en este 
caso determinando el tamano de la poblaciôn y su area de distribuciôn) (Cooper et al., 
2008; McKinney, 1997).
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Figura 3. Observaciôn de un proceso macroevolutivo hipotético, en el que se observa el 
efecto de un rasgo fljado en un grupo (a) y lo que se esperaria si este ha afectado la 
diversificaciôn en un grupo positivamente (b), o negativamente (c), lo que fmalmente 
refleja un proceso de selecciôn de las especies (d) que poseen dicho rasgo (figura 
tomada de (Rabosky y McCune, 2010).
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1.3.2 Patrones microevolutivos
El contexto cuantitativo de la microevoluciôn en la sintesis evolutiva 
contemporânea se basa en el estudio de la genética de poblaciones (Avise, 2009). Esta 
ultima puede ser defmida como el estudio matemâtico de la dinâmica de la variaciôn 
genética de una especie. Las cuatro mayores fuerzas que influyen en la evoluciôn y la 
composiciôn genética de las poblaciones son: selecciôn natural, mutaciôn, dériva génica 
y flujo génico (Wakeley, 2005). El objetivo de la genética de poblaciones es entender la 
dinâmica por la cual las mencionadas fuerzas interactùan para producir y mantener los 
patrones de variaciôn y variabilidad genética (Wakeley, 2005). Desde un punto de vista 
genético, la mayoria de las poblaciones muestran algiin grado de estructuraciôn debido a 
los niveles de acciôn de estas fuerzas y su interacciôn con barreras ambientales, 
procesos histôricos y su historia natural. El entendimiento del flujo génico, considerado 
como la migraciôn a nivel génico o la transferencia de alelos de una poblaciôn a otra 
(Bossart y Pashley Prowell, 1998), es util en muchos campos de la investigaciôn 
biolôgica. Cuando los genes son intercambiados entre poblaciones, las frecuencias 
alélicas tienden a ser homogéneas. Una alta tasa de migraciôn evitaria la fljaciôn de 
alelos y por tanto la diferenciaciôn y en tiltima estancia, la especiaciôn (Mayr, 1954). El 
flujo génico puede también introducir nuevos alelos en una poblaciôn, afectando las 
frecuencias alélicas y evitando también la dériva génica.
La dériva se define como la variaciôn al azar de las frecuencias alélicas debida al 
muestreo aleatorio de los gametos y otros eventos aleatorios. Debido a que la magnitud
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de la dériva es inversamente proporcional al tamano de una poblaciôn, en poblaciones 
grandes se espera un menor efecto de la dériva génica y viceversa (Willi et a i, 2007). El 
efecto de la dériva génica disminuye el conjunto de la variaciôn dentro de una poblaciôn 
y provoca, eventualmente, que las poblaciones diverjan y una disminuciôn en la 
heterocigosidad y pérdida de alelos. Dos ejemplos de la dériva génica son évidentes en 
los cuellos de botella y el efecto fundador. Un cuello de botella es una reducciôn sùbita 
del tamano poblacional, que élimina alelos en una poblaciôn (Hedrick, 1996; Hey y 
Harris, 1999). Un efecto fundador es la emergencia de una nueva poblaciôn a partir de 
una reducida cantidad de individuos de otra poblaciôn (Wang y Hey, 1996). Ambos 
casos se relacionan con una versiôn reducida de frecuencias alélicas en una poblaciôn, 
la cual muestra menos variaciôn que la poblaciôn original (Luikart et al., 1999; Luikart 
et al., 1998).
1.3.2.1 Estimaciôn de la diferenciaciôn entre poblaciones y  flu jo  genético
Existen diferentes estrategias que pueden ser usadas para estudiar la variaciôn 
genética entre poblaciones partiendo de datos tanto de haplotipos como de alelos. Éstos 
pueden clasificarse como signe: 1) medidas de estructura poblacional clâsicas basadas 
en los estadisticos de F de Wright (1951), 2) métodos basados en coalescencia para 
estimar tasas de migraciôn y tamanos efectivos de poblaciôn (Kingman 2003) y 3) 
agrupaciôn bayesiana basada en frecuencias alélicas (Corander et al. 2003, Hulsenbeck 
et al. 2007, Pitchard et al. 2000).
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1.3.2.2 Genética de poblaciones de cangrejos de rio
Los estudios de genética de poblaciones con microsatélites cangrejos de rio no 
son muy numerosos, y se han hecho en su mayoria con un numéro muy escaso de 
especies, sobre todo con la finalidad de caracterizar los niveles de variabilidad, flujo 
genético o estructura en aquellas invasoras y con interés en conservacion. Se han 
aislado loci microsatélites para un total de ocho especies: Procambarus clarkii (Belfïore 
y May, 2000; Zhu y Vue, 2008) Orconectes placidus (Walker et al., 2002a), O. virilis 
(Williams et al., 2010), Procambarus sp. (especie partenogenética conocida como 
“Marmokrebs”) (Schulz et al., 2004), Cherax quadrinatus (Baker et al., 2000; Xie et 
al., 2010), Ch. tenuimanus (Imgrund et al., 1997), Astacus astacus (Kôiv et al., 2009) y 
Austropotamobius pallipes (Gouin et al., 2000). Adicionalmente algunos de estos loci 
han sido utilizados en dos especies mas, Orconectes limosus (Hulâk et a l,  2010; 
Kohlstrom, 2008) y Austropotamobius italicus (Bertocchi et al., 2008). Algunos 
estudios han tenido por objetivo caracterizar poblaciones invasivas de especies exôticas 
(Baker et al., 2000; Hulâk et al., 2010; Vue et al., 2010a; Yue et al.; Yue et al., 2010b; 
Yue et al., 2008; Zhu y Yue, 2008) la comprobaciôn de reproducciôn partenogenética 
(Martin et al., 2007), parentesco y la estructura de poblaciones con fmalidades de 
conservaciôn (Baric et al., 2005; Baric et al., 2006; Bertocchi et al., 2008; Gouin et a l, 
2006; Kôiv et al., 2009; Walker et al., 2002b; Yue et al., 2010b). La mayoria han 
reportado niveles adecuados de polimorfismo para la estimaciôn de parâmetros de 
poblaciones, s in embargo sobe todo en los casos de especies amenazadas como 
Austropotamobius pallipes, con poblaciones muy aisladas y de tamano poblacional 
reducido, los datos de polimorfismo son bajos.
26
Introducciôn
1.3.2.3 Filogeografla
La filogeografla es el estudio de la relaciôn entre la variaciôn genética y la 
distribuciôn geogrâfica de una especie o de especies cercanas. Una de las preguntas que 
busca resolver este campo es la determinaciôn de los efectos que la distancia y las 
barreras geogrâficas puedan tener sobre el flujo génico, lo cual puede asociarse a 
eventos biogeogrâficos, migraciones u otros factores (Avise et al., 1987; Knowles, 
2009). Los organismos que habitan en sistemas de agua dulce ofrecen una oportunidad 
para estudiar los patrones de flujo génico debido a que suelen estar separados siguiendo 
las caracteristicas geogrâficas. Organismos como los cangrejos de rio poseen 
limitaciones a la dispersiôn por ambientes diferentes de los acuâticos, por lo que se 
espera que su distribuciôn refleje patrones relacionados con la historia geogrâfica de las 
cuencas hidrolôgicas y que las distaneias fluviales sean mâs adecuadas para elueidar la 
biogografia de las poblaciones (Fetzner Jr y Crandall, 2003). Todos estos factores 
biolôgicos y geogrâficos pueden resultar en la subdivisiôn de las poblaciones, debido a 
su aislamiento en diferentes grados (Avise, 2000). Esto a su vez résulta en el incremento 
o disminuciôn de la probabilidad de reproducciôn entre individuos de una misma 
poblaciôn con respecto a otra. Esta limitaciôn al flujo génico, en conjunciôn con la 
acumulaciôn de mutaciones, résulta en la divergencia genética entre poblaciones 
(Hewitt, 2001). Las diferencias en las tasas de divergencia entre taxa se suelen atribuir a 
diferencias en su historia natural, mecanismos de dispersiôn y migraciôn (Ricklefs, 
2007).
Estructuraciôn geogrâfica se ha observado en distintos grupos de cangrejos de 
rio encontrando diferenciaciôn entre las cuencas hidrolôgicas, a consecuencia de los
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eventos glaciales del pleistocene (Fetzner Jr y Crandall, 2003). En estos estudios 
también se han encontrado patrones de uniformidad haplotipica hacia dentro de cada 
cuenca hidrolôgica, donde lo comùn es encontrar un solo haplotipo en las poblaciones, 
lo que sugiere que en estas especies, la dispersiôn entre cuencas es mâs bien un evento 
raro. Casos contraries a este patrôn han sido atribuidos a capturas de rios (Burridge et 
al. 2007). Evidencias de una gran conectividad se han encontrado en especies 
cavemicolas, lo que se ha atribuido a una diferente configuraciôn de los sistemas 
hidrolôgicos subterrâneos (Buhay y Crandall, 2005).
1.4 M a r c a d o r e s  MOLECULARES
Existe gran variedad de técnicas moleculares y marcadores que han sido usados 
para resolver preguntas especiflcas con diferentes ventajas y limitaciones. En general 
existen aquellos de carâcter dominante y codominante. Entre los marcadores 
dominantes, por ejemplo, se encuentran los DNAs polimôrficos amplificados al azar 
(RAPDs por sus siglas en inglés) y los polimorfismos en la longitud de los fragmentos 
amplificados (RFLPs). Estos marcadores permiten el anâlisis de multiples loci y una 
diferenciaciôn directa entre homocigotos y heterocigotos, pudiendo estimar asi 
parâmetros como la heterocigosidad esperada asumiendo el equilibrio de Hardy- 
Weinberg (HWE), pero no la heterocigosidad observada. Algunos de los primeros 
estudios con marcadores moleculares en cangrejos de rio utilizaron estos marcadores 
(Souty-Grosset et al., 1997). Existen algunos estudios en cangrejos de rio llevados a 
cabo utilizando RFLPs del ADN mitocondrial, todos en especies europeas (Grandjean 
et al., 1998; Grandjean y Souty-Grosset, 1997, 2000b). En uno de los primeros estudios 
con cangrejos de rio (Grandjean et al., 1998), se examinaron 28 poblaciones de
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Austropotmobius pallipes provenientes de Francia y Gran Bretana. Sus resultados 
sugieren que las poblaciones de Francia estân estructuradas en dos grupos, uno 
distribuido en el norte y otro al sur, y que el grupo del sur era el mâs diverse. Los 
marcadores RAPDs fueron utilizados para examinar 13 poblaciones de 
Austropotamobius pallipes de distintas partes de Europa, encontrando niveles 
significativos de variabilidad entre poblaciones (Hq = 0.118). Con base en lo anterior se 
defmieron dos grupos de poblaciones (Grandjean y Souty-Grosset, 2000b), 
correspondientes al norte y sur de Francia, confirmando los estudios previos con 
RFLPs.
1.4.1 ADN m itocondrial
Los genomas mitocondriales son haploïdes y no recombinantes, lo que les hace 
muy utiles para reconstruir la historia genealôgica reciente (Avise, 2000). La herencia 
del ADN mitocondrial es un cuarto la del ADN nuclear (Moore, 1995), lo que lo hace 
especialmente susceptible a fluctuaciones estocâsticas y utiles en la determinaciôn de 
eventos al nivel de poblaciones (Avise, 2000).
1.4.2 M icrosatélites
Los marcadores codominantes, como las aloenzimas y microsatélites, analizan 
un locus a la vez y permiten la detecciôn tanto de homocigotos como de heterocigotos 
(Goldstein y Pollock, 1997). Gracias a esto, a diferencia de los marcadores dominantes, 
permiten probar si las poblaciones se encuentran en HWE. Desde su descripciôn su 
utilizaciôn es cada vez mâs extendida como marcadores moleculares (Litt y Luty 1989,
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Tautz 1989) sobre todo a la hora de detectar patrones de estructuraciôn, aunque en 
cangrejos de rio no han sido muy utilizados, posiblemente a consecuencia de que pocos 
loci se han aislado sôlo para unas pocas especies (Kôiv et al., 2009). Los microsatélites 
son repeticiones en tandem formadas por una a seis bases nitrogenadas (Selkoe 2006). 
Por lo general se asume que se heredan bajo un patrôn mendeliano y que son de 
naturaleza neutral, por lo tanto no producen un efecto medible en el fenotipo porque se 
asume que estân localizados en regiones no codificantes, sin embargo, puede que se 
encuentren también ligados a estas regiones (Sclôtterer y Tautz 1992). El genotipado de 
multilocus por medio de la detecciôn por fluorescencia y de técnicas de multiplex 
(O'Reilly et al., 1996) han simplificado la inclusiôn de grandes cantidades de muestras 
simultâneamente, lo que es necesario para lograr inferencias robustas de la variabilidad 
poblacional (Leberg, 2002).
Una de las principales caracteristicas de los microsatélites es que tienen una alta 
tasa de mutaciôn (del orden de 10'^ -  10'^ mutaciones por generaciôn) (Schlôtterer, 
2000; Weber y May, 1989). Estas mutaciones alteran la longitud de los loci a través de 
la adiciôn de unidades de repeticiôn, lo que hace a los microsatélites altamente 
polimôrficos en poblaciones naturales, con un promedio de heterocigosidad por arriba 
del 50% (Di Rienzo et a l, 1994a).
Se han descrito al menos dos mecanismos por los cuales los microsatélites 
adquieren o pierden unidades, que si bien no estân bien entendidos, es importante tener 
claro a qué mecanismo corresponden los datos analizados a la hora de llevar a cabo las 
inferencias de genética de poblaciones. El primero es llamado “disminuciôn en la 
replicaciôn del ADN” (Ellegren, 2000) y consiste en un patrôn complejo de mutaciôn
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que aùn no es bien entendido y el segundo por el cual los microsatélites evolucionan es 
la “recombinaciôn inequitativa”, la cual tiene lugar durante la meiosis. Este ùltimo es 
mâs adecuado para explicar grandes cambios en los tamanos de los alelos de un loci, 
pero en general estâ bastante poco desarrollado (Voet et al., 2006).
Diferentes modelos evolutivos han sido descritos para estudiar la evoluciôn de 
los microsatélites. El primero es el modelo de alelos infinitos (lAM, por sus siglas en 
inglés), el cual establece que cada nueva mutaciôn créa un alelo nuevo a cierta tasa y 
que aquellos alelos que son idénticos en estado indican identidad por descendencia 
porque han podido originarse sôlo una vez (Crow y Kimura, 1970). El segundo es el 
modelo de mutaciôn por pasos (SMM) (Michalakis y Excoffier, 1996) y es el mâs 
ampliamente aplicado en los anâlisis de la variaciôn en el tamano de los microsatélites, 
al asumir que cada mutaciôn créa un nuevo alelo (w) al adicionar o disminuir una sola 
repeticiôn, con una probabilidad de u/2 en ambas direcciones. En consecuencia, entre 
mayores sean las diferencias de tamano entre dos diferentes alelos menos relaciôn 
tendrân entre ellos (Ballaoux y Goudet 2002). Una variante de este modelo es el modelo 
en dos fases (TPM) (Di Rienzo et al., 1994b) en el que las mutaciones incrementan o 
disminuyen el tamano de los alelos en una unidad con una probabilidad p, mientras que 
incrementan o disminuyen el tamano en k  repeticiones con una probabilidad de \-p. El 
modelo de K-alelos (Crow y Kimura, 1970), que postula k  posibles alelos en una 
poblaciôn con una probailidad de mutar igual a u/(k-l) en cualquiera de los otros k-1 
estados alélicas. Por ùltimo, el modelo de mutaciôn Brawniano (Beerli y Felsenstein, 
2001), que es una aproximaciôn del SMM pero que résulta poco adecuado en 
situaciones de bajo polimorfismo.
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1.5 F il o g e n ia  y  s is t e m à t ic a  c o n  m a r c a d o r e s  m o l e c u l a r e s
La morfologia ha sido la herramienta principal a la hora de detectar y describir 
nuevos taxa de cangrejos de rio (Hobbs, 1989), y ha sido usada para interpretar la 
historia evolutiva de diferentes grupos (Roek, 1972). La aplicaciôn de herramientas 
moleculares en los ultimos anos a la sistemàtica ha mostrado que muchos de los 
caractères morfolôgicos utilizados son de naturaleza plâstica o convergente, al ser 
afectados por selecciôn (Ihle et al., 2006; Schlôtterer, 2002). Por otra parte, los estudios 
no suelen basarse en un muestreo extensive, por lo que los niveles de variaciôn entre 
individuos no se han considerado (Fitzpatrick 1987). Una hipôtesis de la sistemàtica 
integrativa (Pigliucci, 2003; Will et al., 2005) es que la inclusiôn de caractères de 
diversa indole (genética, morfolôgica, ecolôgica, etc.) deberia mejorar nuestro 
entendimiento de las relaciones fllogenéticas entre los taxa, e inferir con mayor robustez 
su historia evolutiva.
La familia Cambaridae se distribuye en Norteamérica, desde el centro de Canada 
hasta Guatemala y Cuba (Hobbs, 1989). El centro de diversidad de especies se 
encuentra en al sureste de las montanas Apalaches, a lo largo de la costa atlântica y del 
Golfo de México, en Estados Unidos. De acuerdo a la hipôtesis de los centros de 
diversidad como puntos mâs probables de origen, desde su propuesta por Hobbs (Hobbs
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Jr, 1984), la nociôn generalizada es que esta region corresponde al posible origen del 
grupo. Este patrôn es coherente en cuanto al numéro de géneros considerados, sin 
embargo, con el aumento de estudios taxonômicos y del esfuerzo de muestreo en otras 
zonas se ha observado un correspondiente incremento en la descripciôn de nuevas 
especies, lo que hace suponer que el estudio de la diversidad de esta familia puede estar 
subestimado en las regiones menos estudiadas. Debido a esto y considerando que la 
monofilia de la familia no ha sido sustentada en distintas ocasiones (Breinholt et al., 
2009; Crandall et a l,  2000b) y a la ausencia de la mayoria de especies de otras regiones 
en los anâlisis fllogenéticos, parece probable que la diversidad y a nivel de géneros se 
en encuentre también subestimada. Es por lo anterior que las hipôtesis biogeogrâficas de 
la familia requieren aùn de completar hipôtesis fllogenéticas con un muestreo mâs 
incluyente. Por otra parte, la monofilia de las dos subfamilias, Cambarellinae y 
Cambarinae, ha sido sustentada (Sinclair et al., 2004).
Las relaciones entre los géneros en la familia estân lejos de resolverse (Fetzner 
Jr y Crandall, 2002). Por otro lado, mientras que un 85% de las especies estân agrupadas 
en très géneros {Cambarus, Orconectes, Procambarus) y dos tienen una diversidad 
intermedia {Cambarellus y Fallicambarus con mâs de quince especies), los siete 
géneros restantes cuentan con pocas especies (menos de cinco, très de ellos 
monotipicos). Los patrones de alta diversidad genérica con escasa resoluciôn 
filogenética y alta concentraciôn de la diversificaciôn especffica en unos cuantos 
grupos, pueden estar relacionados con un proceso de diversificaciôn temprana en el 
grupo seguidos de una alta tasa de extinciôn (Rabosky y Lovette, 2008). Lo anterior 
hace suponer que debido al escaso muestreo en otras regiones fuera del sureste de 
Estados Unidos, es probable que en la medida en que se logren estudios fllogenéticos
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mâs completos, la diversidad de géneros pueda verse modificada y con ello las hipôtesis 
biogeogrâficas que les sustentan (Hobbs Jr, 1984). De esta manera, una revisiôn 
sistemàtica del grupo queda aùn pendiente.
A nivel de géneros, a pesar de ser la familia de cangrejos de rio en que mâs 
estudios de sistemàtica molecular se han hecho, sôlo trabajos con un muestreo 
taxonômico parcial han sido llevados a cabo en los géneros Orconectes y Cambarus 
(Buhay y Crandall, 2005; Fetzner Jr y Crandall, 2003; Taylor y Hardman, 2002), 
mientras que el resto de géneros se encuentran subrepresentados y aùn hace falta una 
hipôtesis filogenética incluyente. La monofilia de la mayoria de los géneros no ha sido 
confirmada, por lo contrario, la evidencia molecular indica que aquellos mâs diversos 
son polifiléticos (Sinclair et al., 2004).
1.6 G r u p o s  d e  e s t u d i o
Los patrones evolutivos en cangrejos de rio serân abordados en esta tesis bajo el 
contexto temporal y espacial antes expuesto considerando los siguientes grupos como 
modelo: La subfamilia Cambarellinae (familia Cambaridae) y la especie
Austropotamobius italicus (familia Astacidae).
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1.6.1 La subfamilia Cam barellinae
Kilometers
Figura 4. Distribuciôn de la subfamilia de cangrejos de rio Cambarellinae. En azul, el 
componente geogrâfico del norte y en verde el del sur de la distribuciôn. Se muestran 
también las très localidades del norte de la Mesa Central de México correspondientes a 
très especies distintas. En la imagen Cambarellus prolixus, del centro de México.
La subfamilia Cambarellinae agrupa a los llamados cangrejos de rio enanos, y 
estâ compuesta por el género Cambarellus (Figura 4). Su monofilia ha sido inferida con 
caractères moleculares y morfolôgicos (Sinclair et a l,  2004). Su distribuciôn cubre 
varias cuencas a lo largo del Golfo de México en Estados Unidos y en la Mesa Central 
de México, sobre todo a lo largo del Cinturôn Volcânico Transversal (CVT), en el 
centro de México. Entre ambos intervalos de distribuciôn se encuentran très especies, en 
el norte de la Mesa Central de México, pero hoy en dia se consideran extintas 
(Contreras-Balderas y Lozano-Vilano, 1996). Con 17 especies en total (9 en México y 8 
en EEUU), es uno de los géneros con una riqueza de especies intermedia (Crandall y 
Buhay, 2008). Algunas preguntas relativas a la sistemàtica, que ha sido abordada con
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caractères morfolôgicos, biogeografia, defmida por un patrôn de distribuciôn poco 
comùn, y patrones de diversificaciôn son parte de los objetivos de esta tesis. La mayoria 
de las especies se encuentran en alopatria, con excepciôn de très de ellas, de amplia 
distribuciôn. Todas estas caracteristicas hacen que el estudio de su historia evolutiva 
pueda aportar valiosas evidencias en cuanto a la biogeografia y los patrones de 
diversificaciôn de la familia Cambaridae.
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1.6.2 El cangrejo de rio enropeo Austropotamobius italicus.
Pro jectio r: L am bert Azimuthal
Figura 5. Mapa de distribuciôn del cangrejo de rio europeo Austropotamobius italicus. 
Cuatro subespecies son aceptadas actualmente, distribuidas desde algunas cuencas de 
los Alpes Dinâricos hasta la Peninsula Ibérica. La distribuciôn se indica de acuerdo a su 
presencia en cuencas hidrolôgicas, la distribuciôn real actualmente se limita a algunas 
cabeceras de rio de cada cuenca.
El cangrejo de rio europeo esta constituido por las especies del complejo de A. 
pallipes s. lato (Lereboullet, 1858), una especie ampliamente distribuida en la Europa 
continental, desde los Alpes Dinâricos hasta la Peninsula Ibérica y las Islas Britânicas 
(Grandjean y Souty-Grosset, 2000a)). Esta especie présenta una alta heterogeneidad
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genética y morfolôgica, por lo que es un ejemplo interesante para el estudio de los 
efectos relativos de los cambios climâticos del Pleistoceno y refugios glaciales en la 
diferenciaciôn genética (Santucci et a l, 1997).
Los estudios genéticos sugieren que el complejo A. pallipes estâ compuesto por 
dos linajes, correspondientes a dos especies diferentes (Grandjean et a l,  2002; 
Grandjean et a l ,  2000), estando A. pallipes distribuida en la mayor parte de las cuencas 
de Francia, el Rin y el Rôdano, algunas cuencas de Suiza, el extremo suroeste de 
Alemania, y las Islas Britânicas (Grandjean et al., 2002; Souty-Grosset et al., 2006), 
mientras que Austropotamobius italicus (Faxon, 1914) (Figura 5), estâ asociada a una 
distribuciôn meridional de Europa y se puede encontrar en Italia, las cuencas del 
Adriâtico, en Dalmacia y en la Peninsula Ibérica (ver Figura 4) (Fratini et al., 2005; 
Grandjean et al., 2000; Souty-Grosset et a l,  2006). Debido a que es la mâs ampliamente 
aceptada, la anterior serâ la hipôtesis taxonômica utilizada en este estudio. Algunas 
preguntas relacionas con la los patrones demogrâficos histôricos, y la estructura 
genética de la subespecie yf. /. italicus, son parte de los objetivos de esta tesis.
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Objetivos
IL  O b j e t iv o s
El objetivo principal de esta tesis es evaluar los patrones de diversificacion de los 
cangrejos de rio, considerando como modelo dos grupos de cangrejos que viven en dos 
regiones biogeograficamente alejadas, pero extraordinariamente complejas como son el 
Mediterraneo y la Mesa Central de Mexico durante el Cenozoico. Uno de los grupos lo 
constituye el cangrejo europeo Austropotamobius italicus (Faxon 1914) perteneciente a 
la familia Astacidae y el otro la subfamilia Cambarellinae de Norteamérica, 
pertenecientes a las familia Cambaridae. Para su estudio se tomaran en cuenta diferentes 
escalas de diversificacion, a partir de datos moleculares, infiriendo los modèles 
microevolutivos y macroevolutivos involucrados y las fuerzas que probablemente ban 
defmido sus patrones variacion y variabilidad genética.
Los objetivos especificos son:
1) Llevar a cabo una aproximacion a la historia evolutiva reciente de las poblaciones de 
cangrejo de rio Austropotamobius italicus desde una perspectiva filogeografica.
2) Analizar la variabilidad genética y los patrones de flujo genetico entre las 
poblaciones de Austropotamobius italicus en la Peninsula Ibérica a partir de datos 
nucleares.
3) Identificar los patrones de diversificacion implicados en la historia evolutiva de la 
subfamilia de cangrejos de rio Cambarellinae, y los patrones biogeograflcos asociados.
4) Evaluar patrones microevolutivos distintivos entre las especies de la subfamilia, 
como un ejemplo del estudio de los mecanismos de diversificacion en la misma.
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1. Estructura mitocondrial de Austropotambius italicus
1.1 I n t r o d u c c i ô n
Las modificaciones histôricas en el clima se consideran como uno de los 
principales factores que han contribuido a dar forma a la distribucion de las especies. De 
hecho, las modificaciones latitudinales y altitudinales en la distribuciôn de las especies 
asociadas a taies cambios climâticos han sido propuestos como uno de los factores clave 
del cambio evolutive (Hewitt, 2000, 1999, 2004). Sin embargo, la importancia del 
cambio climatico durante el Pleistoceno (~1,8 x 10^-10.000 anos) como impulsor en la 
divergencia genética y la especiacion signe siendo controvertido. La participacion de 
estos procesos ha sido sugerida previamente en la diversificacion de algunos taxones 
(por ejemplo, Barraclough y Vogler, 2002; Johnson y Ciceron, 2004; Knowles, 2001; 
Ribera y Vogler, 2004), mientras que para otros no ha sido observado un efecto 
significativo (por ejemplo, Kadereit et al, 2004; Klicka y Zink, 1997, 1999). Es 
probable que el grado en que el clima del Pleistoceno influya en la division de las 
especies dependa de factores como la historia de vida del organisme, la oportunidad 
ecologica y la historia geomorfolôgica regional (Weir, 2006). Por tanto, es razonable 
esperar que ciertos taxones y / o areas geograficas puedan ser mas propensos a mostrar 
mayores niveles de diversificacion a consecuencia del cambio climatico durante 
Pleistoceno que otros.
El cangrejo de rio europeo esta constituido por las especies del complejo de A. 
pallipes s. lato (Lereboullet, 1858), una especie ampliamente distribuida en la Europa 
continental, desde los Alpes Dinaricos hasta la Peninsula Ibérica y las Islas Britanicas 
(Grandjean y Souty- Grosset, 2000). Esta especie présenta una alta heterogeneidad
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genética y morfolôgica, por lo que es un ejemplo interesante para el estudio de los 
efectos relativos de los cambios climâticos del Pleistoceno y refugios glaciales en la 
diferenciaciôn genética (Santucci et al., 1997). La alta variabilidad intraespecifica que 
présenta este grupo a través de su ârea de distribuciôn ha resultado en numerosas 
revisiones taxonômicas en los ùltimos cinco anos, en un intento de clasificar los grupos 
morfolôgica y genéticamente distintos que han podido ser identificados hasta la fecha 
(Bott, 1950; Karaman, 1963; Starobogatov, 1995). Este problema es bastante complejo 
debido a que las diferencias morfolôgicas no han sido asociadas a linajes determinados 
con éxito. Los estudios genéticos sugieren que el complejo A. pallipes esta compuesto 
por dos linajes, correspondientes a dos especies diferentes (Grandjean et al. 2002b, 
2000), estando A. pallipes distribuida en la mayor parte de las cuencas de Francia, el 
Rin y el Rôdano, algunas cuencas de Suiza, el extremo suroeste de Alemania, y las Islas 
Britanicas (Grandjean et al, 2002b;. Souty-Grosset et al, 2006), mientras que 
Austropotamobius italicus (Faxon, 1914), esta asociada a una distribuciôn meridional de 
Europa y se puede encontrar en Italia, las cuencas del Adriâtico, en Dalmacia y en la 
Peninsula Ibérica (ver Figura 1.) (Fratini et al., 2005; Grandjean et al., 2000; Souty- 
Grosset et al., 2006). Debido a que es la mas ampliamente aceptada, la anterior sera la 
hipôtesis taxonômica utilizada en este estudio.
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Figura 1. Mapa de localidades incluidas en este estudio. Los numéros 
corresponden a las local idades mencionadas en la Tabla 1. Los patrones de fondo 
indican la distribuciôn aproximada, de al menos de una poblaciôn en una Cuenca, 
aunque la distribuciôn real es mucho mas restringida; el ârea sôlida corresponde a la 
distribuciôn de A. italiens', el ârea en cuadros corresponde a la distribuciôn de A. 
pallipes (modificada de Baric, 2005; Grandjean et al., 2002b; Souty-Grosset et al., 
2006; Trontelj et al., 2005).
La clasificaciôn subespecifica en la taxonomia de A. italicus se basa actualmente 
en las secuencias del gen 16S ARNr mitocondrial (Grandjean et al, 2002a;. Grandjean 
et al, 2000.) y es soportada parci al mente por datos morfolôgicos (Bott, 1950; Brodsky, 
1983; Grandjean et al ., 1998;. Karaman, 1962) y de aloenzimas (Santucci et al, 1997). 
Cuatro subespecies son aceptadas; A. i. carsicus Karaman M., 1962 A. i. carinthiacus 
Albrecht, 1981, A. i. italicus (Faxon, 1914) y A. i. meridionalis (Fratini et al., 2005). La 
subespecie A. i. italicus se encuentra principalmente en los Apeninos centrales en Italia,
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en dos localidades en el sur de Francia y Fspana, A. i. carsicus se distribuye a través de 
la Dinâricos y los Alpes Orientales, A. i, carinthiacus se encuentra en el centro y 
noroeste de Italia, Austria y Suiza y la subespecie A. i. meridionalis se encuentra 
principalmente en el sur de Italia y Fslovenia (Fratini et al., 2005).
FI patron de distribuciôn désignai y complejo de A. italicus sin embargo, no 
siempre coincide con los intervalos propuestos para sus subespecies, como lo 
demuestran diferentes estudios moleculares en los que la estructura genética no se 
corresponde con el origen geogrâfico de las muestras (Grandjean é ta l. 2000; Trontelj et 
al, 2005). Los ùltimos trabajos sugieren que los patrones genéticos identificados hasta la 
fecha no son capaces de explicar la distribuciôn geogrâfica de las subespecies y, en 
consecuencia, no proporcionan un marco adecuado para interpretar la historia evolutiva 
de esta especie.
La historia de la evoluciôn y el origen de las poblaciones de A. italicus en la 
Peninsula Ibérica son particularmente polémicos. Los primeros estudios moleculares 
basados en datos de diversidad genética mitocondrial, mostraron val ores muy bajos en 
las poblaciones ibéricas de A. italicus, asi como haplotipos compartidos y una 
diferenciaciôn no significativa entre la subespecie ibérica A. i. lusitaniens (Bott, 1950) 
la italiana A. i. italicus (Grandjean et al, 2002a;. Grandjean et al, 2000;. laconelli, 2001 ;. 
Santucci et al, 1997; Trontelj et al, 2005). Estas observaciones llevaron a concluir que 
las poblaciones ibéricas de cangrejo de rio se habian originado por introducciôn de A. i. 
italicus desde el noroeste de Italia (Grandjean et al, 2002a; Grandjean et al, 2000; 
Trontelj et al, 2005).
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Estudios posteriores sin embargo (Beroiz et al, 2008; Dieguez-Uribeondo et al, 
2008), encontraron una mayor variacion genética en la Peninsula Ibérica y al menos dos 
haplotipos mitocondriales diferentes, ademâs con cierta congruencia geogrâfica, lo que 
sugiere que A. italicus en el la Peninsula Ibérica tuvo un origen autoctono.
El debate por lo tanto sigue abierto, y dado que al parecer estân involucrados 
patrones complejos y recientes son necesarios estudios mâs exhaustivos y bases de datos 
robustas para dar explicaciones convincentes de la estructura filogeogrâfica de de las 
poblaciones ibéricas de A. italicus (Schmitt et al., 2006). El objetivo de este capitulo es 
proponer una hipôtesis filogeogrâfica vâlida que explique la evoluciôn y el origen de las 
poblaciones ibéricas de A. italicus.
Como resultado del origen natural o mediado por el humano de las poblaciones 
ibéricas de A. i. italicus, dos escenarios diferentes pueden ser propuestos, cada uno 
dando lugar a caracteristicas genéticas contrastantes. En primer término, si A. italicus se 
ha introducido recientemente en la Peninsula Ibérica desde Italia, se esperaria que la 
mayoria de los haplotipos entre A. i. italicus de Italia y de la Peninsula Ibérica fueran 
compartidos, asi como una menor diversidad de nucleôtidos en el segundo, debido a un 
efecto fundador correspondiente. Sin embargo, si A. italicus fuera una especie autôctona 
de la Peninsula Ibérica, se esperaria una cierta concordancia entre la geografia y la 
estructura genética a consecuencia del grado de aislamiento, que podria existir entre las 
regiones geogrâficas debido al tiempo transcurrido desde la separaciôn de las 
poblaciones, incluso si son de tiempos muy recientes. Ademâs, se esperaria obtener 
estimaciones de divergencia mayores entre poblaciones ibéricas e i tali anas en el ultimo 
escenario.
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Para probar estas hipôtesis, se colectaron los datos de distribuciôn y moleculares 
mâs amplios para poblaciones de A. italicus en la Peninsula Ibérica hasta la fecha. Estos 
datos se compararon con secuencias homôlogas de ADN disponibles anteriormente y 
fueron analizados a nivel filogenético y de poblaciones.
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1.2 M é t o d o s  
E2.1 Colecciôn de tejidos y de datos
Doscientos cuatro individuos de A. italicus proven!entes de 53 poblaciones 
diferentes fueron colectados comprendiendo la mayor parte de su intervalo de 
distribuciôn en la Peninsula Ibérica (Figura 1). Por otra parte, fueron secuenciados 19 
individuos de très poblaciones i tali anas atribuidos a très subespecies diferentes: A. i. 
italicus, A. i. carinthiacus y A. i. carsicus y fueron también incluidos en este estudio 
(Tabla 1). Inicialmente las muestras de la Peninsula Ibérica fueron asignados a A. i. 
italicus de acuerdo a Grandjean et al., (2000). Las muestras de tejido recogidas 
consistieron de un quelopodio o un pereiopodo, mismos que pueden ser regenerados. 
Los individuos fueron capturados a mano o con redes pequenas de acuario, para luego 
regresar a los individuos al lugar de la captura. Inmediatamente después de retirar la 
muestra de tejido, ésta fue colocada en un vial conteniendo etanol 95%. Todas las 
muestras recogidas fueron almacenadas en el Museo Nacional de Ciencias Natural es, 
CSIC, Madrid, Espana.
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1. Estructura mitocondrial de Austropotamobius italiens
El ADN genômico fue extraido por medio de un método estândar de fenol : 
alcohol isoamflico diclorometano (24:24:1) seguido de precipitaciôn con etanol 
(Sambrook et al, 1989). Los trabajos anteriores no siempre han analizado los mismos 
fragmentos mitocondriales. De esta forma, para poder llevar a cabo la mas amplia 
comparacion posible hemos disehado las siguientes estrategias (por referenda a los 
conjuntos de datos ver Figura 2 y Tabla 1). A fin de asignar las muestras al escenario 
filogenético propuesto en estudios previos (Fratini et al, 2005; Grandjean et al, 2002a; 
Grandjean et al, 2000; Largiader et al, 2000), se utilizô un fragmente del 16S ADNr 
(conjunto de datos I), junto con 45 secuencias homôlogas disponibles en GenBank para 
A. italiens, asi como très secuencias de A. pallipes y dos de A. torrentinm que se 
incluyeron como grupos externes (n = 252 muestras). 2) Se utilizaron 657 pares de 
bases de la porcion 5 'del citocromo oxidasa subunidad I (COI) de 241 especimenes de 
A. italiens (18 secuencias de GenBank, correspondientes al conjunto de datos II) para 
inferir diferentes paramétrés de genética de poblaciones como la identificaciôn de 
haplotipos y los indices de diversidad genética. Ademâs, para inferir los procesos 
historiées de las poblaciones el esquema de datacion, se utilizô un subconjunto solo con 
secuencias asignadas a A. i. italiens del gen COI (conjunto de datos III, 211 muestras, 
657 pb), lo que permitiô api i car el model o de aislamiento-mutacion (IM) y la estimaciôn 
demogrâfica por medio de un Bayesian Skyline Plot (BSP) y anâlisis de mismatch. 3) 
Dos fragmentos del gen COI (1196 pb) y el fragmente de ADNr 16S de todas las 
muestras se utilizaron conjuntamente en un Anâlisis de Clado Anidados (NCA) para 
probar la relaciôn entre posibles patrones historiées en la estructura de las poblaciones y 
la distribuciôn geogrâfica (conjunto de datos IV, 197 muestras, 1720 pb).
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Data set Analyses bp(n) Included
1 — Phylogeny 524 (252) All A. italicus sub-species
II Genetic diversity 657 (241) A. italicus IT+ES
III Demography 657 (211) A. i. italicus lineage IT+ES
IV
16S 0015’ 0013’
1720 (197) A. italicus IT+ES, complete 
m tsequences
Figura 2. Esquema mostrando los distintos conjuntos de datos usados en este estudio. 
Su uso se decidio de acuerdo a la posibilidad de pertenencia para los diferentes anâlisis, 
y para cubrir la mayor variacion genética disponible de estudios previos. El conjunto de 
datos I se compuso de secuencias del fragmento 16S, y fue usado en los anâlisis 
filogenéticos porque proveia la representaciôn geogrâfica mâs amplia y para localizar 
las muestras de este estudio en el contexto taxonomico propuesto previamente. El 
conjunto de datos II se compuso del fragmento 5 ’ del COI, usado para las estimas de 
parâmetros genéticos de diversidad y comparaciones de las poblaciones, ya que proveia 
de la variacion mâs adecuada para el estudio de poblaciones y permitir su comparacion 
con estudios previos. El conjunto de Datos III era mâs reducido que los anteriores, dado 
que fue utilizado para describir la variabilidad en la subespecie A. i. italicus y estimar 
los parâmetros demogrâficos y la datacion. El conjunto de datos IV inclufa la totalidad 
de la informaciôn mitocondrial obtenida de las muestras obtenida para el présente 
estudio para describir el Anâlisis de clados anidados (NCA), al contener la informaciôn 
mitocondrial mâs amplia para la Peninsula Ibérica.
El gen COI se amplified en dos fragmentos utilizando los cebadores ORCOIF 
(5'-AACGCAACGATGATTTTTTTCTAC-3'; (Taylor y Hardman, 2002) y ApaCOIlH 
(5 -AT AGCG ACT AT AGC AT A A ATT ATC-3 ', este estudio) para la regiôn 5' y C l- 
2183-J (5 -CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3'; (Simon et al, 1994)) y COI Scylla 
(5-TTAAGTCCTAGAAAATGTTGRGGGA-3'; (Gopurenko et al, 1999) para el 
fragmento 3'. Ademâs, fue llevada a cabo una amplificaciôn selectiva del fragmento 
mitocondrial 16S rARN con los cebadores 16S-1471 y 16S-1472 (Crandall y Jr 
Fitzpatrick, 1996). Las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo en reacciones de 25
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p L  con: Ix tampon de PCR, 0,5 de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM 
de MgC12 , 1 U de Taq polimerasa (Biotools) y alrededor de 50 ng de ADN. El perfil 
térmico para las amplificaciones de PCR fue como sigue: 3 min a 94 °C (un ciclo), 30 s 
a 94 °C, 30 s a 48 °C y 60 s a 72 °C (30 ciclos), seguidos de una extension final de 4 min 
a 72 °C. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1,0% (Ix 
TBE), tenidos con SYBR-Safe (Invitrogen). Los fragmentos fueron secuenciados en un 
Analizador de ADN ABI 3730. Las secuencias parciales de los fragmentos de COI y 
16S rRNA fueron alineados con el programa de ClustalW (Thompson et al., 1994) tal 
como se api ica en la version MEGA 4 (Tamura et al., 2007). En el caso del gen COI, se 
llevaron a cabo las recomendaciones para detectar la presencia de nmtADN 
(pseudogenes) en cada secuencia. Estas incluyeron la identificaciôn de codones stop y 
niveles inusuales de divergencia genética y substituciones no sinônimas en muestras 
provenientes de una misma poblaciôn (Buhay, 2009).
1.2.2 Anâlisis filogenéticos
Para inferir el marco filogenético mâs completo posible se analizaron 526 pb del 
gen 16S rARN de 252 muestras de A. italicus. La inferencia filogenética fue llevada a 
cabo sôlo con este fragmento mitocondrial porque es del que se dispone la mâs amplia 
representaciôn de la variaciôn genética de estudios anteriores y porque ninguna 
combinaciôn de datos fue adecuada debido a la no superposiciôn de los conjuntos de 
datos de GenBank. Los intentos anteriores realizados para analizar una matriz 
combinada resultaron en la agrupaciôn artificial de los conjuntos de datos por separado. 
Ademâs, con el fin de identificar el modelo evolutivo mâs apropiado por el criterio de 
informaciôn corregido de Akaike (AICc), se utilizô el programa jModeltest vO.1.1 
(Posada, 2008). Los anâlisis filogenéticos se realizaron utilizando Mâxima
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Verosimilitud con el programa PhyML (Guindon y Gascuel, 2003). Para evaluar el 
soporte de los nodos por medio se llevaron a cabo 1.000 replicas de bootstrap no 
paramétrico siguiendo el modelo evolutivo que mâs se ajustaba a nuestros datos. Este 
modelo también fue utilizado para llevar a cabo Inferencia Bayesiana de la filogenia 
como se aplica en MrBayes v3.1.2 (Rônquist y Huelsenbeck, 2003), mediante la 
aplicacion de un procedimiento de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) durante 
5x10^ generaciones. La convergencia entre los parâmetros de cada corrida en dos 
anâlisis simultâneos (4 cadenas por corrida), y la longitud de la serie fueron ajustados 
teniendo en cuenta la desviaciôn estândar promedio de las estimas <0,01 (Huelsenbeck 
y Rônquist, 2005). El periodo de “burn-in” (o descartar generaciones) se determine 
como el conjunto de ârboles encontrados antes de la estabilizaciôn de la probabilidad y 
la convergencia, utilizando el programa Tracer vl.5 (Rambaut y Drummond, 2007). De 
igual manera. Tracer v l.5  se utilize para comprobar si la convergencia entre las cadenas 
de las corridas y los val ores optimos de los parâmetros de ejecucion.
1.2.3 Diversidad genética e historia demogrâfica
Con el fin de evaluar los parâmetros de diversidad genética se utilizaron 657 pb 
del fragmento 5' del COI (Conjunto de datos IV, cuadro I) correspondientes a 241 
muestras de A i. italicus de la Peninsula Ibérica e Italia. Este fragmento fue utilizado 
con el fin de que los resultados sean comparables con otros estudios sobre los 
parâmetros genéticos de poblaciones de A. i. italicus de otras regiones (Trontelj et al., 
2005), mi entras que para el fragmento 5' del COI, el trabajo anterior solo tenia 
secuencias de la cuenca del rio Po (Zaccara et al., 2004). Las regiones geogrâficas de la 
Peninsula Ibérica se determinaron de acuerdo a las cuencas hidrolôgicas de muestreo
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(ver Tablai). El programa DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009) se utilizô para generar 
una distribuciôn de haplotipos de acuerdo a la regionalizaciôn propuesta. Ademâs, para 
cada regiôn geogrâfica considerada, fueron calculadas la diversidad de haplotipos 
mitocondriales (HD) y la diversidad nucleotidica (jt). Como los tamanos de muestra 
disponibles eran considerablemente diferentes las poblaciones ibéricas e italianas, se 
llevô a cabo un procedimiento de rarefacciôn para evaluar los posibles efectos sobre la 
riqueza de haplotipos, conforme el aumento del numéro de muestras, con el programa 
Estimates (Colwell, 2009). El estimador de riqueza no paramétrico Chaol fue usado 
para estimar la influencia de los haplotipos ùnicos sobre el tamano acumulativo de 
localidades de muestreo (Chao, 1987).
Hay pruebas de que los cambios climâticos han sido decisivos para la distribuciôn 
y la historia reciente de la poblaciôn de varias especies de agua dulce en Europa. Con el 
fin de detectar posibles huellas de los cambios demogrâficos o la selecciôn en la historia 
reciente de A. i. italicus, se evaluô la posibilidad de desviaciones de un modelo de 
equilibrio mutaciôn-deriva utilizando el fragmento 5' de las poblaciones de la Peninsula 
Ibérica y e italianas sôlo teniendo en cuenta las asignadas a A. i. italicus (conjunto de 
datos III, n = 191 y 657 pb, ver cuadro 1). Este fragmento fue utilizado para incluir los 
haplotipos mâs cercanos reportados anteriormente (Trontelj et al., 2005), mi entras que 
el fragmento 3' del COI no se utilizô porque las secuencias disponibles se limitaban a la 
cuenca del rio Po (Zaccara et al., 2004). Utilizamos las dos pruebas mâs pertinentes 
para detectar desviaciones de la neutral idad debidas a la expansiôn de la poblaciôn: las 
pruebas de neutral idad Fg de Fu (Fu, 1997) y R2 (Ramos-Onsins y Rozas, 2002) (con 
1000 pseudo-réplicas en DnaSP). La prueba Fg de Fu es especialmente sensible al 
exceso de haplotipos raros (Fu, 1997; Ramos Onsins y Rozas, 2002), para lo cual toma
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val ores bajos o negatives con el exceso de mutaciones ùnicas causadas por la expansion 
de la poblaciôn. Rj utiliza la informaciôn de los sitios de segregaciôn, y es mâs potente 
cuando se considéra un pequeno numéro de sitios segregantes (Ramos-Onsins y Rozas, 
2002). La neutral idad también se evaluô por medio de la probabilidad de obtener 
valores del estimador de la iregularidad de r (“ragedeness”) menor que la observada, el 
cual fue calculado mediante el algoritmo coalescente en DnaSP por medio de 1000 
pseudo-réplicas con un inicio aleatorio y sin asumir recombinaciôn. Las pruebas de la 
neutral idad D de Tajima (Tajima, 1989) y F * de Fu y Li (Fu y Li, 1993) también se 
utilizaron para evaluar los cambios en la historia demogrâfica.
Adicionalmente, utilizando la misma matriz de nucleôtidos, se llevô a cabo un 
anâlisis de "mismatch” , mismo que muestra la distribuciôn del numéro de diferencias 
entre pares de secuencias, utilizando el programa DnaSP. La expansiôn de una 
poblaciôn habitualmente résulta en una curva (una "ola") en la distribuciôn de 
mismacth, mientras que tamanos de poblaciôn estables suelen mostrar una distribuciôn 
multi-modal (Harpending, 1994, Rogers y Harpending, 1992). Se utilizaron valores 
iniciales de 9o=0, y 8 ,=99 999. Para obtener el tiempo aproximado correspondiente con 
un posible evento de expansiôn dando lugar a las poblaciones ibéricas de A. i. italicus, 
se utilizô el parâmetro de expansiôn x=2pt, obtenido en el anâlisis, donde p  es la tasa de 
mutaciôn y r es el tiempo en generaciones desde la expansiôn. El parâmetro x es una 
estimaciôn del tiempo después de la expansiôn (t) en unidades de mutaciôn. Entonces, si 
son conocidos la tasa de divergencia por nucleôtidos y aho (u = 2 p  , donde p  es la tasa 
de sustituciôn por linaje) y el numéro de nucleôtidos del fragmento analizado (1), es 
posible calcular la edad en que la expansiôn ha ocurrido con la expresiôn x = 2wt, por lo 
que hemos t = x / 2u (modificado de (Harpending et al., 1993).
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Fueron consideradas très tasas de divergencia del COI en otros crustâceos: 1,66% 
de divergencia por millôn de anos (Ma) estimada para cangrejos grâpsidos (Knowlton y 
Weigt, 1998), 2,6% Ma obtenidos para alféidos (Knowlton et al, 1993) y 1,4% PMA 
(Cook et al, 2008;. Knowlton y Weigt, 1998) como una tasa aproximada de divergencia 
promedio reportada para crustâceos. Se considéré un tiempo de generaciôn de dos anos 
para las especies de cangrejos de rio (Hobbs, 1991) y proporciones sexuales iguales.
Por ultimo, para revelar los cambios en la diversidad genética en relaciôn al 
tiempo en las poblaciones de la ibéricas e italianas (una medida del tamano efectivo de 
la poblaciôn en virtud de la evoluciôn neutral) se infiriô un “Bayesian Skyline Plot” 
(BSP) para cada grupo de poblaciones en el programa BEAST v l.5 .3 (Drummond y 
Rambaut, 2007). En cada caso, las cadenas de MCMC consistieron en 5x10^ 
generaciones. La convergencia en las corridas fue evaluada visualmente con el apoyo 
del programa Tracer vl.5 y la incertidumbre en las estimaciones de los parâmetros fue 
considerada de acuerdo a los valores de la densidad de probabilidad mayor al 95% 
(HPD). Debido a la utilizacion de tamanos de muestra contrastantes y que esto puede 
afectar las estimas de tamano poblacional, se diseno un esquema de muestreo aleatorio 
construyendo 10 matrices adicionales con 20 secuencias ibéricas elegidas al azar, de 
forma que pudieran ser comparadas con el tamanos minimo de la matriz italiana. Para 
estas matrices fueron estimados los parâmetros demogrâficos usando el BSP como se 
detalla antes.
70
1. Estructura mitocondrial àQ Austropotambius italicus
1.2.4 Anâlisis filogeogrâfîco
La estructura genética global de A. i. italicus fue explorada usando un Anâlisis 
Espacial de la Varianza Molecular (SAMOVA) (Dupanloup et al., 2002). Este método 
define k poblaciones continuas y homogéneas pero diferenciadas genéticamente, 
mientras maximiza la proporciôn de varianza genética total (Fct). SAMOVA fue corrida 
considerando un intervalo de /: = 2 a ^ = 15, con 500 procesos simulado de 
alineamiento. Cada corrida se repitiô très veces para comprobar una consistencia 
adecuada. Para este anâlisis se utilizô el conjunto de datos de 657 pb, incluyendo 211 
muestras procedentes de la Peninsula Ibérica y la Peninsula italiana, mismas que fueron 
agrupadas de acuerdo a la cuenca de procedencia (Tabla 1).
Como un método complementario a las utilizados anteriormente, y teniendo en 
cuenta las limitaciones y desventajas del Anâlisis de Clados Anidados (NCA por sus 
siglas en inglés) (Panchal y Beaumont, 2007; Petit, 2008), hemos probado las 
asociaciones geogrâficas entre los haplotipos y clados, con base en la red de haplotipos 
mâs parsimoniosa seguida de un NCA (Templeton, 1998, 2001). Sôlo dos poblaciones 
de Francia con individuos de A. i. italicus han sido encontradas con anterioridad. Les 
Liles (en la que cohabita con A. pallipes), y Garrel (Grandjean et al., 2000). Por esta 
razôn ha sido sugerido su origen por translocaciôn humana (Grandjean et al, 2000;. 
Souty-Grosset et al, 2006.). No es posible, sin embargo, descartar la posibilidad de 
perder la representaciôn de haplotipos de estas poblaciones, pero parece dificil que un 
gradiente de haplotipos pueda existir en ellas. Ademâs, debido a esta limitaciôn de 
muestreo, se utilizô el NCA para examinar posibles asociaciones geogrâficas entre los 
clados de la peninsula Ibérica, anâlisis que incluyô las dos poblaciones italianas mâs
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cercanas filogenéticamente como referencia (las poblaciones de 62 y 64). Para tener en 
cuenta para la mayor parte de la informaciôn mitocondrial, se utilizô el conjunto de 
datos IV (n = 197, 16S + COI = 1720 pb. Figura 2, Tabla 1) compuesto por secuencias 
obtenidas en este estudio. En primer lugar, se utilizô el programa TCS vl .21 (Clemente 
et al., 2000) para construir la red de haplotipos mâs parsimoniosa que ilustrara los paso 
de mutaciôn entre las secuencias. El programa GEODIS v2.6 (Posada et al., 2000) se 
utilizô para probar las relaciones significativas entre localidades y las distancias 
genéticas usando 10000 permutaciones aleatorias.
Las inferencias biolôgicas para clados que mostraron una asociaciôn geogrâfica 
significativa se llevaron acabo aplicando la correspondiente clave de inferencia 
actual izada (15 de diciembre de 2008, disponible en
http://darwin.uvigo.es/download/geodisKey_28Apr09.pdf; (Templeton, 2004)) y de esta 
manera determinar que procesos histôricos mâs probablemente pueden explicar los 
patrones actuales.
1.2.5 Modelo de Asilamiento-Mutaciôn
Para abordar los dos escenarios propuestos consistentes en la colonizaciôn natural 
de la Peninsula Ibérica o la introducciôn antropogénica desde Italia, se aplicô el modelo 
de aislamiento-mutaciôn, como una herramienta para poner a prueba la hipôtesis de un 
escenario en que se comparte la historia evolutiva reciente de las poblaciones ibéricas e 
italianas de A. i. italicus. Por lo tan to, se propuso una poblaciôn ùnica para ambos 
grupos en el pasado en la que inicialmente habria un flujo genético y una con posterior 
divisiôn entre ellos, llevando a cabo una comparaciôn por pares para las estimaciones
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genealôgicas de la diversidad (01, 02, 0Ancestor) y tiempo de separaciôn utilizando el 
programa de IM (modelo de aislamiento-migraciôn, Hey, 2005; Nielsen y Wakeley, 
2001; Won et al, 2005; http://lifesci.rutgers.edu/heylab/-heylabsoftware.htm # IM). Este 
modelo ha demostrado ser especialmente util para estimar diferentes parâmetros de 
poblaciones durante un proceso de divergencia como lo son el tiempo desde la 
separaciôn y los cambios en los tamanos de las poblaciones (Won y Hey, 2005), lo que 
podria ser util para estudiar escenarios como el que se aborda en este estudio. 
Proporcionar un escenario temporal séria especialmente util para la hipôtesis de una 
ùnica poblaciôn ancestral entre Italia y las poblaciones ibéricas y una separaciôn 
posterior. Este modelo asume que una poblaciôn ancestral de tamano constante el 
parâmetro de la poblaciôn 0A se han separado en dos poblaciones en un tiempo T. T se 
obtiene en funciôn de la tasa de mutaciôn (t = Tp.), de la cual T puede estimarse en anos 
(T = t / p,). Las estimas del tamano de la poblaciôn se convirtieron también a partir de 0, 
expresândose en unidades de mutaciôn (0 = 4Np,, de las cual N = 0/4p,).
Cada poblaciôn descendiente tiene un parâmetro de mutaciôn, 01 y 02, 
respectivamente. La comparaciôn se hizo con el conjunto de datos III, ya que incluye la 
representaciôn mâs amplia de haplotipos procedentes de la Peninsula Ibérica y el 
noroeste de Italia (considerado aqui como el linaje A. i. italicus, 211 muestras y 657 pb). 
Las comparaciones se llevaron a cabo agrupando todas las poblaciones ibéricas por un 
lado, excepto Muga Salinas, y las poblaciones italianas por otro lado. El modelo HKY 
(Hasegawa-Kishino-Yano), con un escalar de 0,25 correspondiente al ADN 
mitocondrial se utilizô junto con una semilla aleatoria para iniciar la carrera. Un burn-in 
de 100 000 pasos fue descartado antes de grabar los pasos genealôgicos, y cada 
comparaciôn fue ejecutada hasta que los tamanos de muestra efectiva (SEE) de todos
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los parâmetros fueron mayores a 1000. Se disenaron multiples corridas independientes 
con semillas de arranque aleatorias para garantizar que los valores estaban convergiendo 
en estimaciones similares. Se utilize una tasa de divergencia del COI de 1,4% PMY 
(Cook et al, 2008;. Knowlton y Weigt, 1998) como una aproximacion a la tasa media 
comûnmente observada en crustâceos.
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1.3 R e s u l t a d o s
1.3.1 Filogenia de Austropotamobius italicus
La filogenia 16S rARN fue inferida para ayudar a asignar las poblaciones de este 
estudio a las diferentes subespecies identificadas previamente para el complejo de la 
especie A. italicus (Fratini et al, 2005; Grandjean et al, 2000). El modelo evolutivo de 
sustituciôn nucleotidica mâs apropiado fue HKY85 (Hasegawa et al., 1985) con un 
parâmetro gamma de la forma de la distribuciôn de 1,35 y una proporciôn de sitios 
invariables de 0,71. La estabilizaciôn de la probabilidad de los anâlisis de BI fue 
registrada después de descartar un 10% de los estados, siendo los valores de Likelihood 
de los ârboles de -1327,02034 y -1.656,02 para el ârbol de ML y de Bl, 
respectivamente. El anâlisis filogenético de A. i. italicus mostrô dos clados principales, 
el Clado I, que contiene muestras atribuidas a A. /. italicus y a A. i. carinthiacus y el 
Clado II, que contiene muestras de A. i. meridionalis y A. i. carsicus (Figura 3). La 
mayoria de las muestras de Iberia incluidas en el anâlisis filogenético mostrô idénticos 
haplotipos de 16S rARN, con lo que la asignaciôn de la mayoria de las poblaciones 
ibéricas a esta subespecie fue clara (Grandjean y Souty Grosset, 2000). La poblaciôn 
ibérica del rio Muga, Pirineos Orientales (MugaSal) se incluyô en Clado II, junto con 
las muestras atribuidas a A. i. meridionalis.
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Figura 3. Àrbol filogenético derivado del anâlisis de ML correspondiente al 16S rDNA 
de las poblaciones de A. italicus publicadas, usando el modelo HKY+I+G. Se inlcuyen 
tres poblaciones de Italia secuenciadas para este estudio, pertenecientes a las cuatro 
subespecies de A. italicus (Fratini et al. 2005), y a 52 poblaciones ibéricas analizadas 
para este estudio (etiquetadas como SPAIN). Los valores de soporte de boostrap de los
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anâlisis de ML se dan arriba de los nodos (1000 replicas) y los de probabilidades 
posteriores del anâlisis de inferencia bayesiana se muestran bajo los nodos (5x10^ 
generaciones). Solo se muestran los valores de bootstrap mayores a 80 y de 
probabilidades posteriors mayors a 0.95. Las étiquetas incluyen los codigos de 
haplotipos de 16S rDNA (ver material suplementario I), cuenca y pais. ° hace referencia 
a varias cuencas para un solo haplotipo (Zaccara et al., 2004) * se refiere a la 
subdivision taxonômica propuesta por Grandjean et al., 2000 y Fratini et al., 2005.
1.3.2 Diversidad haplotipica y nucleotidica
El anâlisis de haplotipos del fragmento 5 'del COI, mostrô 15 haplotipos que se 
encuentran exclusivamente en la Peninsula Ibérica, asi como cuatro exclusivos a las 
poblaciones italianas (Tabla 1). Dos haplotipos (haplotipos 10 y 21) fueron compartidos 
entre am bas regiones, mientras que la mayoria de los haplotipos se encontraron en bajas 
frecuencias existiendo un haplotipo comùn (haplotipo 3), que se observa en el 70% de 
las poblaciones ibéricas. Las curvas de rarefacciôn no mostraron ningùn efecto aparente 
a consecuencia de diferentes tamanos de muestra, observaciôn derivada del estimador 
Chaol, que resultô en menores valores para las poblaciones italianas que para las 
poblaciones ibéricas en los mismos puntos acumulativos. Ademâs, la curva de las 
poblaciones de ibéricas no alcanzô a una asintota, lo que significa que incluso mâs 
haplotipos cabria esperar si se anadieran mâs poblaciones al muestreo.
En general, los valores de diversidad genética (ji y FId) eran mucho mâs bajos 
para los rios ibéricos que para los italianos (jt= 39±0.000; f / ^ .  121 ±0.032 y 
jt= 94±0.0006; / /^ O .671 ±0.066, respectivamente). En la Peninsula Ibérica, la cuenca
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del Ebro fue la region mâs diversa en cuanto a la diversidad haplotipica, mientras que la 
cuenca del Guadalquivir fue la que mostrô la menor diversidad haplotipica (Tabla 2). 
Sin embargo, la regiôn de los Pirineos Orientales, que incluye a las poblaciones del rio 
Muga, fue la regiôn con el mayor numéro sitios polimôrficos promedio (k = 0,911) y 
también con la mayor diversidad nucleotidica (ji = 0,0014 ± 0,0002).
Tabla 2. Diversidad genética en diferentes areas de A. i. italicus, usando el 
conjunto de datos II, del gen C O I .
Region/group n H S Ha k Jt
A. italicus Italy 20 4 8 0.671 ±0.066 3.730 0.0090+0.0006
A. italicus Iberian 191 5 4 0.121±0.032 0.162 0.0004+0.0001
Spain_indep_basins 33 3 2 0.392±0.087 0.405 0.0006+0.0015
Guadalquivir 46 6 6 0.245+0.084 0.344 0.0005+0.0002
Ebro (High+Low) 60 3 2 0.524±0.210 0.540 0.0008±0.0000
Duero 2 1 0 0.000 0.000 0.000
NSpain 7 1 0 0.000 0.000 0.0000
East Pyrenees 33 7 6 0.383+0.107 0.911 0.0014±0.0002
Sondrio 5 1 0 0.000 0.000 0.0000
Tiber 10 1 0 0.000 0.000 0.0000
Arno 5 2 4 0.667±0.204 2.667 0.0040±0.0012
n= numéro de individuos; h= numéro de haplotipos; S=nûmero de sitios 
polimôrficos; Hy= diversidad haplotipica; k= numéro promedio de sitios 
polimôrficos; Jt= diversidad nucleotidica.
La mayoria de las comparaciones de entre poblaciones y grupos geogrâficos 
de A. i. italicus fueron no significativas (Tabla 3). Los valores de Ogy mâs altos y 
ademâs significativos se observaron al comparar la poblaciôn de Muga Salinas con la 
cuenca del Guadalquivir y las poblaciones del alto Ebro (0^^ = 0,976 y 0,940 
respectivamente). Valores altos de 05  ^ se encontraron también entre las poblaciones 
italianas de A. i. italicus y las de las cuencas ibéricas.
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Tabla 3. Comparaciones de por pares entre grupos geogrâficos de A. i. italicus. En negritas se indican los valores significativos 
tras aplicar la correcciôn secuencial de Bonferroni [P(i)=0.00028] y aquellos subrayados indican valores significativos luego 
corregir por la tasa de falso descubrimiento [P(0=0.0097]. Los valores negativos son debidos a la aplicacion del algoritmo, y deben 
ser considerados como valores cero.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1. Arno
2. Guadajoz 0.806
3. Guadalfeo 0.720 0.000
4. Guadalquivir 0.921 -0.126 -0.314
5. G uadiaro 0.755 0.111 -0.200 -0.052
6. Guadalhorce 0,720 0.000 0.000 0.314 0.200
7. Velez 0.720 0.000 0.000 -0.314 -0.200 0.000
8. Segura 0.720 0.000 0.000 -0.314 -0.200 0.000 0.000
9. High Ebro 0.857 0.195 0.081 0316 0.194 0.081 0.081 0.081
10. Low Ebro 0.927 0.539 0.485 0.427 0.540 0.485 0.485 0.485 0.245
11. Mijares 0.792 0.333 0.111 0.150 0.200 0.111 0.111 0.111 0.068 -0.054
12. Turia 0.831 0.314 0.143 0.182 0.250 0.143 0.143 0.143 0.112 -0.010 -0.263
13. Nervion 0.636 1.000 1.000 0.522 0.500 1.000 1.000 1.000 -0.149 0.748 0.556 0.600
14. Ercina 0.751 1.000 1.000 0.752 0.813 1.000 1.000 1.000 0.386 0.853 0.805 0.806 1.000
15. Fluvia 0.882 -0.013 -0.191 0.076 0.089 -0.191 -0.191 -0.191 0.297 0 3 3 1 0.270 0.297 0.568 0.784
16. Ter 0.720 0.000 0.000 -0.314 -0.200 0.000 0.000 0.000 0.081 0 485 0.111 0.143 1.000 1.000 -0.191
17. Muga_al 0.887 -0.084 -0.276 0.012 0.114 -0.276 -0.276 -0.276 0.289 0352 0.326 0.338 0.708 0.860 0.103 -0.276
18. Muga_Sal 0.903 0.973 0.955 0.976 0.956 0.955 0.955 0.955 0.940 0.980 0.959 0.966 0.935 0.958 0.973 0.955 0.979
19. Besos 0.780 0.493 0.335 0.634 0.410 0.335 0.335 0.335 0393 0.560 0.302 0.373 0.333 0.607 0390 0.335 0.621 0.926
20. Sovara 0.872 0.938 0.914 0J>28 0.907 0.914 0.914 0.914 0.847 0.947 0.912 0.920 0.902 0.926 0.927 0.914 0.943 0.966 0.856
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El anâlisis de SAMOVA claramente separô las poblaciones de la Peninsula Ibérica de 
las poblaciones italianas, como se observa en los valores mâs bajos de k. Sin embargo, 
el valor mâs alto de F^t (^cr = 0,995) se obtuvo del arreglo predefinido de las 
poblaciones en k = 13 grupos (Figura 4, tabla 1). Por lo general, se observa un gran 
grupo genético agrupando 52 localidades ibéricas, mientras que el resto de las 
localidades de la Peninsula Ibérica se encuentran principalmente en 8 grupos 
individuales. Las muestras italianas se organizaron en cuatro grupos genéticos, uno de 
los cuales contiene siete localidades. Solo un grupo genético agrupô a muestras ibéricas 
e italianas, que correspondio con el rio Arroyo, del Guadalquivir, el cual se agrupô con 
los rios Nirano y Papiano, de las cuencas de los rIos Po y Tiber (ver Tabla I).
12
Tajo
f
0 50 100
Pro jec tion : L am b ert A zim u thaî K ilom eters
Figura 4 Mapa de las poblaciones de acuerdo a los grupos genéticamente homogéneos 
de A. i. italicus résultantes del anâlisis SAMOVA (para referencia a los numéros ver 
Tabla I).
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1. Estructura mitocondrial dQ Austropotamobius italicus
El clado 2-7 incluyô principalmente poblaciones del noreste de la Peninsula 
Ibérica y los Pirineos y el clado 2-5 a las muestras de la cuenca del Guadalquivir, 
mientras que 6-2 clado incluyô casi toda la distribuciôn geogrâfica de la especie en la 
Peninsula Ibérica. Varios clados de un solo paso (1-7, 1-8, 1-14) mostraron una 
asociaciôn significativa, todos ellos correspondientes a "flujo genético 
restringido/dispersiôn, pero con dispersiôn a larga distancia a través de zonas 
intermedias no ocupadas por la especie; o flujo genético anterior seguido por extinciôn 
de las poblaciones intermedias".
3-1
3-3
2-6
(XIY
1-14,
VI Ixui
172-2 11-111-1012-8.2:7.
XIIXVI
XIXV
3-2 1 12
2-414 IV
i l -10]
jl-O (VIII2-6
2-7
Figura 5. Red del anâlisis de parsimonia estadistica mostrando el diseno anidado de los 
haplotipos correspondientes a las poblaciones ibéricas de A. i. italicus (95% de 
probabilidad). Fueron incluidas dos poblaciones de Italia, aunque el objetivo principal 
del NCA fue probar la hipôtesis de la existencia de patrones geogrâficos asociados a la 
variaciôn genética de las poblaciones ibéricas. Los circulos en gris representan 
haplotipos internos no detectados y cada Imea una substituciôn. La Imea punteada 
define clados de primer nivel, los rectângulos clados de segundo y las lineas gruesas 
clados de tercer nivel.
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1.3.4 Demografia y datacion
Las pruebas de neutral idad aplicadas al conjunto de datos III mostraron una 
desviaciôn significativa de la neutralidad en el caso del indice F  de Fu = -11.27 
(F<0,05) y R2 = 0.0299 {P <0.05), a pesar de que las otras pruebas mostraron 
desviaciones no significativas del equilibrio. La D de Tajima (-1.34,0.10> P> 0,05) y la 
F  de Fu y Li (-1.78, 0.10> P> 0,05) fueron negativas, aunque no significativas, al igual 
que el valor de raggedness {Hr = 0,064) fue significativa. Esta incongruencia se puede 
explicar por el hecho de que las dos pruebas significativas estân especialmente 
indicadas para detectar desviaciones debido a la expansiôn de la poblaciôn. Las otras 
pruebas son propensas a ser influenciadas por el tamano de muestreo y / o la presencia 
de haplotipos a baja frecuencia, por lo que tienen menor poder estadistico (Fu, 1997; 
Ramos-Onsins y Rozas, 2002).
Fue observada una distribuciôn unimodal de mismatch, es esperable en 
poblaciones que han experimentado una expansiôn (Harpending, 1994, Rogers y 
Harpending, 1992), tanto en el caso de los dos fragmentos COI analizô como con la 
evidencia mitocondrial total en las poblaciones ibéricas de A. / . italicus (ver archivo 
complementario 11). Considerando el intervalo de tasas de mutaciôn del COI, el valor 
résultante de x = 0,184 para las muestras ibéricas sugiere una expansiônxresultante de 
de una poblaciôn i ni ci al hace entre 16.871 y 10.772 anos para las tasas de divergencia 
del 1,66% y 2,6%, y hace cerca de 20.004 anos para una tasa de divergencia promedio 
de 1,4% PMY. Las corridas independientes utilizando IM convergieron en 
distribuciones marginales aproximadas de las probabilidades posteriores, obteniendo 
estimaciones fiables de 01 y 02. Los resultados del anâlisis de IM se resumen en la
85
1. Estructura mitocondrial de Austropotamobius italicus
Figura 6 . FI tiempo transcurrido desde la divergencia (t = T/^) escalado por la tasa de 
mutaciôn (p.) se recuperô también con confianza, porque su distribuciôn fue casi 
compléta (aunque a veces fue no-cero) después del procedimiento de estabilizaciôn. El 
pico agudo en la distribuciôn de probabilidad marginal posterior del parâmetro del 
tiempo en la divergencia indica claramente una divisiôn reciente entre A. i. italicus de la 
Peninsula Ibérica e Italia. Cuando t se convierte en una escala de anos por tasa de 
mutaciôn (p = 0,7% PMY, t = 0,16, ver Figura 6) corresponde a T = 34.858 anos (los 
limites inferior y superior del intervalo de confianza del 95% son 20.261 -  1,50x106 
anos). La posiciôn de los picos de las densidades marginales posteriores (Figura 6) para 
el parâmetro 0 fueron 0 = 15.02 (9.6051-111.3293, al 95% HPD) y 5.89 (2.4819 a 
48.5091, el 95% HPD) para las poblaciones ibérica e italiana, y 0^ = 8.2 (1,6922- 
141,7402, el 95% HPD) para la poblaciôn ancestral inferida. Fsto corresponde a un 
tamano de la poblaciôn de 818.182 para NI (523.153 - 6,06 xlO^, 95% HPD), 321.269 
para N2 (135.179 - 2,64 xlO^, 95% HPD) y 469.613 para la poblaciôn ancestral (92.167 
- 7,72 xlO^, 95% HPD). Esto sugiere que las poblaciones actuales de la Peninsula 
Ibérica tienen mayor tamano efectivo de la poblaciôn ancestral (lo que es congruente 
con los cambios en el tamano de la poblaciôn estimada por métodos de mismatch), y 
también son mâs grandes que los de la peninsula italiana, si bien este resultado no fue 
corroborado por el anâlisis de BSP, y debe tomarse con precauciôn debido a la ausencia 
en el anâlisis de las dos poblaciones de A. i. italicus de Francia registradas en anteriores 
trabajos. A pesar de esto, en este trabajo se puede considerar que la posibilidad de 
intercambio de genes es muy baja, teniendo en cuenta que se trata de dos poblaciones 
aisladas y que como ha sido propuesto, probablemente se originaron por introducciôn 
(Grandjean et al, 2000;. Souty-Grosset et al, 2006). Como se muestra mediante el 
anâlisis de rarefacciôn, los parâmetros estimados de las poblaciones probablemente no
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son fuertemente influenciados por el désignai esfuerzo de muestreo entre los grupos de 
Italia e ibéricos, principalmente debido a la al ta proporciôn de haplotipos ùnicos de la 
Peninsula Ibérica.
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Figura 6. Densidades de probabilidad para los parâmetros resultados del Modelo de 
aislamiento-migraciôn. T se muestra en una escala de anos a lo largo del intervalo 
correspondiendo a un valor mâximo de t de 0.16. Se muestra N estimada (N= 0/4(p)) 
para las poblaciones actuales de los grupos ibérico (NI), italiano (N2) y ancestral (NA). 
Cada curva esta basada en los resultados de multiples simulaciones por millones de 
pasos de Markov (ver Métodos), y es graficado en el intervalo del prior de cada 
parâmetro, después del procedimiento de estandarizaciôn.
El tamano efectivo de la poblaciôn y las tendencias demogrâficas estimadas por el 
anâlisis BSP mostraron un patrôn muy similar para la Peninsula Ibérica y las muestras 
italianas. Sôlo cuando se considéra el conjunto completo de datos de muestras Ibéricas
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(Figura 7A) se observaron valores ligeramente superiores de tamanos efectivos de 
poblaciôn y un crecimiento de la poblaciôn. Sin embargo, para los conjuntos de datos 
reducidos de la Ibérica, el tamano y las tendencias de la poblaciôn mostraron valores 
muy similares, ademâs de una superposiciôn de HPDs, con las muestras italiano.
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Figura 7. Anâlisis de “Bayesian Skyline Plot” de las poblaciones ibéricas (A) e italianas 
(B) de A. i. italicus, mostrando el tamano efectivo en el tiempo asumiendo un modelo de 
evoluciôn neutral. A, muestras ibéricas; B, BSP résultante de la estrategia de muestreo 
aleatorio (ver métodos) (de acuerdo al tamano minimo de las muestras italianas); C, 
BSP de las muestras italianas.
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1.4 D is c u s io n
1.4.1 Relaciones filogenéticas
Este estudio représenta el enfoque mas integral de la filogenia del cangrejo de 
rio en la Peninsula Ibérica, ya que cubre la mayor parte de su intervalo de distribucion 
en esta region. Las muestras de A. italiens utilizadas en este estudio fueron incluidas en 
dos cl ados principales (ver Figura 3). De acuerdo eon el ârbol filogenétieo, la mayoria 
de las muestras de la Peninsula Ibériea pueden ser asignadas a A. i. italiens (Figura 3, 
Fratini et al, 2005; Grandjean y Souty Grosset, 2000) Anstropotamobins i. earinthiacns 
es parafilético, con A. i. italiens incluido en el mismo cl ado que ella, (en el clado I). El 
cl ado II estuvo integrado por muestras previamente asignadas a las subespecies A. i. 
meridionalis y A. i. earsiens. Sin embargo, ninguna estructura geogrâfica o sub- 
especifica fue observada dentro de este clado. El hallazgo de una cierta concordancia 
entre la geografia y la estructura filogenética se ha utilizado previamente para apoyar las 
diferentes subespecies del Clado II. Los resultados de este estudio muestran que, aunque 
las dos subespecies son reeiprocamente monofiléticas, estân soportadas por valores muy 
bajos de bootstrap y de probabilidades posteriores. Esto podria sugerir que los estudios 
anteriores solo h an incluido una porcion limitada de la variabilidad genética de A. 
italiens (Fratini et al., 2005; Grandjean y Souty-Grosset, 2000). Es posible que la 
inclusion de un mayor numéro de individuos y poblaciones, y por lo tanto de mayor 
variaciôn genética, haya completado informaciôn filogenética fal tante y por lo tanto
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mostrado que la diferenciaciôn genética sub-espeeifica no es tan cl ara como se ha 
asumido.
En general, los clados I y II podrian estar asociados a cierto grado de 
estructuraciôn geogrâfica coherente con su distribucion en Europa. Por lo tanto, el clado 
I se asocia principalmente con un componente de orientaciôn occidental, incluyendo la 
parte Norte de los Apeninos, el oeste de los Alpes, Francia y la Peninsula Ibérica, 
mientras que clado II tiene una distribucion mas oriental, que incluye el este de los 
Alpes, noreste de Italia y la los Alpes Dinâricos. Ambos clados se solapan en un gran 
zona de "sutura" principalmente loealizada a lo largo de la region alpina. La evidencia 
filogenética sugiere por lo tanto un eseenario biogeogrâfico complejo y reeiente, lo que 
daria lugar a complejas modificaciones pasadas en la distribucion del género 
Anstropotamobins. La incongruencia de la estructura genética con una regionalizaeiôn 
general no deberia considerarse como una consecuencia de la translocaciôn mediada por 
el hombre, dado que cualquier conclusion debe ser tratada con especial precauciôn, 
especialmente cuando se basa en informaciôn genética escasa. Patrones de distribucion 
disyuntivos e irregulares se observan con frecuencia en diferentes organismos en 
Europa como resultado del cam bio climâtico, especialmente durante los periodos 
glaciales (Benke et al 2009; Schmitt et al 2006; Weiss et al 2002.), y la presencia de 
algunos haplotipos escasos y raros se puede explicar por procesos histôricos como lo 
son relictos de intervalos de distribucion mas amplios en el pasado. Por ejemplo, la 
mayor diversidad de haplotipos en la subespecie A. i. earsiens y A. i. carinthiaens 
podria ser identificada con un patron mixto de poblaciones relictas asociadas a la region 
de los Alpes, probablemente relacionado con microrefugios glaciales en el pasado, lo
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que ha sido propuesto para otras regiones, como la peninsula de Istria (Trontelj et al., 
2005).
La observaeiôn proveniente de estudios anteriores hechos con los fragmentos 
mitocondriales 16S rARN y COI de un solo haplotipo para todas las poblaciones 
ibéricas, no se soporta por este estudio. El gen 16S ARNr no mostro diferencias entre 
todos los A. i. italiens de Espana, probablemente debido a una menor tasa de variaciôn 
para este marcador que para el COI, como se ha observado en estudios previos con esta 
especie y otros organismos (Trontelj et al, 2005; Verovnik et al, 2005; Zaccara et al., 
2004). El hallazgo de un linaje diferente proveniente del rio Muga indica que la 
diversidad genética en la Peninsula Ibérica no es desestimable cuando se considéra el 
fragmente del 16S rARN. Esta observaeiôn podria apoyar una hipôtesis alternativa, en 
la que la diversidad genética en la Peninsula Ibérica no séria exclusivamente debido a la 
introducciôn mediada por el hombre (Fratini et al, 2005;. Grandjean et al, 2000;. 
Grandjean y Souty Grosset, 2000; Trontelj et al. , 2005). Como se ha encontrado en 
estudios comparatives con las poblaciones nativas e introducidas, la ausencia de 
diferenciaciôn del ADN mitocondrial y de diversidad de haplotipos séria esperable si 
todas las poblaciones fueran resultado de un evento de introducciôn y a partir de un 
numéro muy reducido de poblaciones o incluse una sola poblaciôn (Miura et al., 2006 ; 
Uwai et al, 2006). La evidencia de que dos lineas divergentes de distribuciones 
contrastantes se presentan en la Peninsula Ibérica requiere que por lo menos dos eventos 
diferentes de introducciôn hayan tenido lugar, cada une con una dinâmica de dispersiôn 
diferentes posterior. Actual mente, no existe evidencia que sugiera que este eseenario 
podria haber ocurrido por mecanismos natural es o artificiales. Sin embargo, no existe un 
argumente vâlido en favor de la hipôtesis alternativa de que al menos dos
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introducciones hayan determinado el patron genético observado, porque existen 
procesos naturales biogeogrâficos que son posibles y que por lo tanto deberian ser 
eonsiderados como alternativa.
1.4.2 Diversidad genética
A pesar de que la diversidad mitocondrial de las poblaciones ibéricas fue baja, 
ésta fue mayor que la reportado previamente (Grandjean et al, 2002a; Grandjean et al, 
2001; Trontelj et al, 2005.). De hecho, varios valores de la nucleotidica observada en 
otras regiones provenientes de estudios anteriores con el complejo A. italiens, fueron 
similares a los obtenidos en este estudio para la Peninsula Ibérica con el mismo 
fragmento COI {jt = 0.001 y jt  = 0,009 para la Dalmaeia y de los Alpes SE 
respectivamente) (Trontelj et al., 2005). En concreto, este es el caso de clado I, que se 
caracteriza por los valores mas bajos de diversidad genética de todas las poblaciones 
estudiadas hasta la fecha (Grandjean y Souty Grosset, 2000; Trontelj et al, 2005). La 
divergencia haplotipica es también mucho menor en este clado que en el clado II. La 
menor diversidad de A. i. italiens en la Peninsula Ibérica también podria ser debido a la 
dramâtica reduccion en el tamano de la poblaeion desde la introducciôn de eangrejos 
exôticos eomo el eangrejo rojo {Proeambarns elarkii) y el eangrejo senal {Paseifastaens 
leninsenlns) (Gherardi y Holdich, 1999). Ambas especies son vectores de la plaga de la 
afanomicosis (Diéguez-Uribeondo et al., 1997), que diezmô gran parte de las 
poblaciones restantes y, por tanto, podrian haber determinado la diversidad genética y la 
estructura que se encuentran hoy en dia.
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El Anâlisis de Clados Anidados asume un muestreo geogrâfico completo, lo que 
no se cumple en este estudio debido a la falta de poblaciones posiblemente localizadas 
en regiones intermedias de Francia (véase Grandjean et al. 2000) y posiblemente esta es 
la razon por la cual solo las inferencias dentro de la Peninsula Ibérica fueron 
significativas . La estructura representada por la red de parsimonia del clado I (Figura 5) 
muestra a un grupo de haplotipos bien definido correspondiente a las poblaciones 
ibéricas de A. i. italiens de diversidad muy reducida (clado 3-3). Estas poblaciones estân 
conectadas a dos clados de muestras italianas (clados 3-1 y 3-2), que presumiblemente 
pertenecen a A. i. earinthiaens (Poblaeion 64) del rio Arno y a A. i. italiens del rio 
Tiber (Poblaeion 65). Las asociaciones geogrâficas entre los haplotipos de la Peninsula 
Ibérica son coherentes con la presencia histôrica de A. i. italiens en la region (Hewitt, 
1999b). Lo mâs probable es que las asociaciones significativas de clados de un solo 
paso sean debidas al flujo genético restringido, a la luz de las limitaciones inhérentes a 
la dispersion de agua dulee del eangrejo de rio (Bubb et al., 2008), lo que podria ser 
necesario para la dispersion a larga distancia. Sin embargo, no se puede descartar que 
este tipo de movimiento dentro de Iberia pudiera haber sido mediado por el hombre. El 
anâlisis de haplotipos mostro una riqueza de haplotipos relativamente alta en la 
Peninsula Ibérica, y unas frecuencias haplotipicas muy diferentes entre estas 
poblaciones y las italianas (Tabla I).
Se observaron dos haplotipos compartidos (haplotipos 10 y 21) entre las 
poblaciones italianas e ibéricas. Aunque estos haplotipos no mostraron una 
concordancia geogrâfica clara, algunos patrones pueden ser identificados, como la mâs 
alta diversidad de haplotipos en el NE de la Peninsula Ibérica (Pirineos orientales y la 
cuenca del Ebro). Estas observaciones estân de acuerdo con recientes hallazgos acerca
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de la diversidad genética y haplotipica (Beroiz et al, 2008; Dieguez-Uribeondo et al, 
2008) y contrastan eon estudios previos que incluian un menor muestreo geogrâfico y 
genético de la Peninsula Ibérica, en los que solo se habia encontrado un haplotipo 
mitocondrial (Grandjean et al, 2002a; Grandjean et al, 2001; Trontelj et al, 2005). 
Varios estudios han demostrado que es esperable que todos los haplotipos de las 
poblaciones introducidas estén representados en el ârea de distribucion natural de la 
especie, la cual en general présenta niveles mâs altos de diversidad y de tamano efectivo 
de la poblaciôn (Miura et al, 2006; Uwai et al, 2006). Esto no es, sin embargo, el caso 
de A. /. italiens de la Peninsula Ibérica, en la que se encontraron 15 haplotipos 
exclusivos de COI. Ademâs, las estimaciones de los tamanos efeetivos de la poblaciôn, 
una medida relativa de la diversidad genética, fueron similares para las poblaciones 
ibéricas y las italianas, asi como su historia demogrâfica. A pesar de tener una riqueza 
de haplotipica alta, las poblaciones ibéricas muestran valores bajos de diversidad 
nucleotidica, que se asocia frecuentemente a los eventos recientes de diversificaciôn y 
de expansiôn de una poblaciôn después de un periodo de disminuciones en el tamano 
efectivo causado por cuellos de botella o un efecto fundador (Slatkin y Hudson, 1991). 
Estos patrones, de nuevo, dan evidencias para rechazar o aceptar la hipôtesis de origen 
natural para esta especie en la Peninsula Ibériea.
1.4.3 Filogeografia y patrones histôricos
En diferentes estudios de ha demostrado que los factores histôricos afectan la 
forma y distribuciôn de las especies (Hewitt, 2004). En algunos casos, patrones 
filogeogrâficos complejos pueden ser diffciles de explicar y no siempre son coincidentes 
con los observados por otros organismos. Esto podria ser debido a que representan
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grupos que en el pasado tuvieron una distribuciôn mâs amplia de haplotipos que no 
prosiguieron con una dinâmica invasiva luego de los episodios glaciares (Gômez-Zurita 
y Vogler, 2003; Lenk et al, 1999; Schmitt, 2007). Se han propuesto patrones que 
incluyen el traspaso de las actual es barreras geogrâficas para explicar la distribuciôn 
geogrâfica compleja de haplotipos, como en el caso de Cottus gobio, una especie de pez 
habitantes de cabeceras de rio ampliamente distribuidos en el centro de Europa, cuya 
distribuciôn actual en gran parte se explica por los eventos recientes relacionados con 
los ciclos consecutivos de retroceso de los glaciares y cuya colonizaciôn de la cuenca 
del Rin suizo se produjo recientemente, después del Younger Dry as, alrededor de 6600 
anos atrâs (Neuenschwander et al., 2008).
Como y a se ha propuesto para el cangrejo de rio, es probable que factores 
climâticos recientes taies eomo los cambios del nivel del mar y los eiclos glaciares de 
expansiôn-retiro hayan jugado un papel central en la diversificaciôn y distribuciôn de la 
especie (Dieguez-Uribeondo et al, 2008.; Fratini et al, 2005;. Santucci et al, 1997). En 
consecuencia, es posible que similarmente a otras especies de agua dulce, los patrones 
actuates de distribuciôn hayan sido muy influenciados por la formaciôn de refugios del 
Pleistocene (Schmitt, 2007), desde los cuales una posterior dispersiôn y reinvasiôn 
podria tener lugar, segùn lo propuesto por el modelo de expansiôn-contracciôn ( Hewitt, 
1996; Provan y Bennett, 2008). Ademâs, la diferenciaciôn mitocondrial de las 
poblaciones ibéricas fue soportada por los anâlisis de 0^^ y SAMOVA, lo que indica 
claramente una estructura genética entre la Peninsula Ibérica e Italia, y séria coherente 
con que estas poblaciones podrian tener un origen natural. Dentro de la Peninsula 
Ibérica, la mayoria de las poblaciones parecen constituir un grupo genético, lo que
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sugiere o una baja diferenciaciôn o un flujo genético alto, ya sea por medios naturales o 
mediados por el hombre.
La variaciôn genética en las poblaciones ibéricas de A. i. italiens también podria 
estar relacionado con las respuestas demogrâficas al retiro y la recuperaciôn durante y 
después de la ultimo mâximo glacial (LGM). Teniendo en cuenta la primera hipôtesis 
propuesta por Karaman (Karaman, 1962) y respaldada por Santucci et al., (1997) y 
Dieguez-Uribeondo et al., (2008), es posible que la subespecie A. i. italiens haya 
habitado un ârea de distribuciôn unica, que iria desde el este de la Peninsula Ibérica 
hasta por lo menos los Apeninos centrales. Este intervalo de distribuciôn deberia estar 
présenté antes de la LGM, hace alrededor de 30.000 anos (Hewitt, 2004). De acuerdo 
con los resultados obtenidos del anâlisis de IM, la separaciôn podria haber tenido lugar 
durante el LGM temprano (T = 34.858 anos, 90% HPD = 20,261-1.501 xlO^ anos), 
cuando tuvo lugar no sôlo una disminuciôn de las temperaturas en el norte de Europa, 
sino, y lo que es probablemente mâs importante para organismos de agua dulce, también 
un proceso de desecaciôn importante en la mayor parte del territorio entre los Pirineos y 
los Alpes (Peyron et al, 1998; Wu et al, 2007). Es posible que este proceso haya podido 
separar la historia de la poblaciôn de ambos intervalos, en la Peninsula Ibérica e Italia. 
Después del LGM, la poblaeiôn ibérica podria haber sido fuertemente reducida a tan 
sôlo unas pocas poblaciones, que ampliaron su ârea de distribuciôn geogrâfica para el 
resto de la Peninsula, hace alrededor de 10,772-20,004 anos, segùn lo sugerido por el 
tiempo transcurrido desde la expansiôn estimada por el anâlisis coalescente de 
mismatch (Material Complementario II). Sin embargo, es probable que esta expansiôn 
en la distribuciôn no se acompanô necesariamente de un aumento en el tamano efectivo
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de la poblaciôn, ni en la Peninsula Ibérica o ni en Italia, segùn lo indicado por el BSP 
(Figura 7).
Estas fechas son coherentes también eon los tiempos estimados para la divisiôn 
del pino negro Pinns nigra, que habita en los Pirineos y el sur de Francia, justo antes de 
la LGM, posiblemente a consecuencia de un aumento en la tasa de desecaciôn en la 
region oriental de los Pirineos (Afzal-Rafii y Dodd, 2007). Considerando las 
caracteristicas de dispersiôn de la especie, sin embargo, parece dificil que A. i. italiens 
haya llegado a casi todas las cuencas fluviales de la Peninsula Ibérica (Bubb et al., 
2008). Por otra parte, teniendo en cuenta que el primer registre histôrico claro de la 
especie data del siglo XVIII (Alonso, 2004), es posible que, al igual que muchas otras 
especies de interés econômico y para la eonservaciôn, los movimientos mediados por el 
hombre hayan desempenado un papel importante en su distribuciôn actual en la 
Peninsula Ibérica (Munoz, 1967), y que esto pueda estar relacionado con la poea 
diferenciaciôn genética observada entre las localidades. También se ha propuesto que 
los patrones glaciales han dado forma a la distribuciôn de A. italiens en las peninsulas 
i tali ana y de Istria, donde la distribuciôn de los haplotipo a veces muestran patrones 
irregulares y discontinuos (Trontelj et al., 2005). Similarmente, varias especies 
muestran distribuciones actuates entre las Peninsulas Ibérica e Italiana, principalmente 
debido a los procesos glaciares, cuyas distribuciones han requerido de explicaciones 
complejas y poco usuales. Existen varios ejemplos de poblaciones o haplotipos con 
distribuciones similares pero genéticamente muy cercanos, como lo son las poblaciones 
del género Salamandra eonformadas por S. s. bernardezi, del norte de Espana y S. s. 
gigliolii del sur de Italia (Steinfartz et al, 2000.); varias especies de mariposas de 
montana en los Pirineos y el suroeste de los Alpes (Schmitt et al, 2006), el grillo
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Ephippiger ephippiger distribuido en los Pirineos y los Alpes (Spooner y Ritchie, 2006) 
; el rebeco Rnpieapra pyrenaiea (Masini y Lovari, 1988) con poblaciones distribuidas 
en los Pirineos y el sur de Italia, la liebre europea Lepus eastroviejoi y L. eorsieanus 
(Alves et al, 2008), dos subespecies muy cercanas que ocurren en el norte de Espana y 
el sur de Italia, e incluso especies de plantas como el roble pubescente Qnercns 
pnbeseens, que se encuentra en el centro de los Apeninos y el sur de Francia, llegando a 
los Pirineos (Petit et al, 2003). Varias hipôtesis se han propuesto para explicar la 
situaciôn geogrâfica de grupos tan estrechamente relacionados, incluyendo un tiempo 
muy reeiente de separaciôn durante el periodo glacial Würm y dinâmicas de dispersiôn 
post-glacial diferenciales entre linajes distintos, lo que podria haber llevado a los 
patrones complejos que observamos hoy en dia. Las introducciones humanas no 
deberian de ser la ùnica explieaeiôn considerada ante patrones recientes y complejos 
como los observados puedan estar detrâs de patrones de distribuciôn poco habituales. 
Los resultados de este estudio sugieren que la variaciôn genética en los taxones que 
representan estos patrones deben ser revisados, antes de asumir alternativas de 
dispersiôn mediadas por el hombre como la unica explieaeiôn para su distribuciôn.
La evidencia mitocondrial presentada aqui proporciona nuevos argumentos para 
considerar un posible origen natural de las poblaciones ibéricas de A. italiens a 
consecuencia de una compleja historia biogeogrâfica y demogrâfica, seguida de una 
historia reeiente influida por una combinaciôn de procesos naturales y mediados por el 
hombre, dando como resultado la su estructura genética actual. Estudios futuros podrian 
incluir un esfuerzo de muestreo mâs exhaustivo de Italia y considerar la variaciôn 
nuclear utilizando multiples loci para ayudar a définir los tiempos y mecanismos 
subyacentes a la biogeografia de esta subespecie.
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2.1 R e s u m e n
El cangrejo de rio europeo Austropotamobius italicus (Faxon, 1914) ha experimentado 
un importante descenso a lo largo de su distribuciôn especialmente en las poblaciones 
del oeste de Europa sobre , que han quedado limitadas a las cabeceras de algunos rios. 
Los marcadores microsatéiites son utiles para detectar con precision y describir las 
diferencias genéticas entre las poblaciones de esta especie. Doce loci microsatéiites se 
describen para Austropotamobius italicus. Estos loci fueron aislados a partir de 
bibliotecas genômicas parciales que enriquecidas para las repeticiones ACAG, AGAT, 
AAAG, AAG, GAT, la TC y CA. Los loci mostraron niveles moderados de 
polimorfismo (Ho = 0,44 ± 0.25). Très loci fueron amplificados con éxito en otras 
especies de eangrejos de rio. Estos marcadores son utiles para estudiar el mantenimiento 
de la poblaciôn, el flujo genético y la migraciôn entre las poblaciones de esta especie.
2.2 A is l a m ie n t o  Y CARACTERizACiôN
El cangrejo de rio Austropotamobius italicus (Faxon, 1914) ha experimentado un 
importante descenso a lo largo de su distribuciôn a las poblaciones del oeste de Europa 
sobre todo limita a las cabeceras. Los marcadores microsatéiites son necesarios para 
detectar con precision y describir las diferencias genéticas entre las poblaciones de esta 
especie. Doce loci microsatéiites se describen para Austropotamobius italicus. Loci 
fueron aisladas de bibliotecas genômicas parciales que se habian enriquecido para 
ACAG, AGAT, AAAG, AAG, GAT, la TC y la secuencia de repeticiôn de CA. Loci 
mostraron niveles moderados de polimorfismo (Ho = 0,44 ± 0,25). Très loci fueron
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amplificados con éxito en otras especies de eangrejos de rio. Estos marcadores se 
utilizan para estudiar el mantenimiento de la poblaciôn, el flujo de genes y la migraciôn 
entre las poblaciones de esta especie.
El cangrejo de rio Austropotamobius italicus (Faxon, 1914) es una especie 
amenazada (bajo la categoria de vulnerable de acuerdo a la lUCN), endémica de 
Europa, donde se encuentra desde la peninsula de los Balcanes a Espana y Portugal. 
Una dramâtica disminuciôn en su distribuciôn ha tenido lugar durante los ùltimos 25 
anos, de forma que actualmente se limita en gran medida a las cabeceras de algunos 
rios. Esta disminuciôn se cree que ha sido mediada por las actividades humanas (que 
incluyen por ejemplo, la introducciôn de la plaga del cangrejo de rio y la modificaciôn 
del habitat) (Diéguez-Uribeondo et al., 1997). Cuatro subespecies han sido propuestas 
con base en la variaciôn del ADN mitocondrial (ADNmt) (Fratini et al., 2005), de forma 
que las poblaciones de la peninsulas Ibérica han sido asignadas a Austropotamobius 
italicus italicus y algunas de la de la Peninsula Italiana, principalmente de la parte 
central y norte de los Apeninos. Mientras que los intentos para determinar la 
composiciôn genética de las poblaciones mediante secuencias del ADNmt han 
identificado una importante estructuraciôn geogrâfica, una comprensiôn mâs compléta 
del mantenimiento de las poblaciones, el flujo genético y la migraciôn entre las mismas 
se ha visto obstaculizada por las tasas de fijaciôn relativamente lentas de este marcador. 
Los marcadores alta riqueza alélicas, como los loci microsatéiites, tienen una gran 
capacidad para detectar y describir las diferencias genéticas entre las poblaciones a 
mucho menor escala geogrâfica y temporal de las que tradicionalmente ha sido posible 
con el uso de ADNmt (Queller et al. 1993). Los marcadores microsatéiites se han 
utilizado previamente para detectar y describir las diferencias genéticas entre
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poblaciones de otros miembros del género (Gouin et al, 2006; Gouin et al, 2002), pero 
hasta la fecha sôlo una pequena cantidad de loci se han amplificado con éxito en A. 
italicus. Por lo tanto, mâs marcadores microsatéiites son necesarios para detectar con 
precisiôn y describir las diferencias genéticas entre las poblaciones de esta especie. En 
este estudio se présenta el aislamiento y caracterizaciôn de 12 loci microsatéiites 
polimôrficos de la subespecie A. i. italicus, y una prueba de amplificaciôn en especies 
de eangrejos de rio de otras siete especies.
Se construyeron bibliotecas genômicas parciales enriquecidas para repeticiones 
de microsatéiites siguiendo el protocole de Gardner et al. (1999), con algunas 
modificaciones. El ADN genômico fue extraido del tejido muscular del quelipedo de un 
solo individuo (proveniente de Goto Rios, Provincia de Jaén, cuenca del rio 
Guadalquivir, Espana) usando un protocole estândar de proteinasa K y extracciôn con 
fenol-alcohol-isoamilico diclorometano y posterior precipitaciôn con etanol (Sambrook 
et al ., 1989). No habiendo sido exitosos los primeros intentos de digerir el ADN 
genômico, el ADN genômico fue corrido en un gel de agarosa y purificado mediante el 
kit de purificaciôn de “ADN Bioclean purification from gel” (Biotools), para permitir la 
digestiôn. Aproximadamente 5 pg de ADN genômico se digiriô con la enzima de 
restricciôn Mbol a una concentraciôn de lOU/pg de ADN. Los productos résultantes se 
ligaron a un adaptador (para la secuencia de adaptador ver Refseth et al., 1997) y 
enriquecidos para secuencias repetidas. Se llevô a cabo una captura por hibridaciôn con 
sondas marcadas con biotina en el extremo 3 'consistentes en las repeticiones: ACAG, 
AGAT, AAAG, AAG, GAT, CT y CA, que posteriormente fueron unidas a cuentas 
recubiertas de estreptavidina (Dynabeads M-280, Invitrogen). A continuaciôn, los 
fragmentos capturados fueron amplificados y ligados en el vector pGEM-T vector
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(Promega) y transformados en células compétentes TOPO de E. coli (TOPO TA 
cloning, Invitrogen). Las bacterias dejaron crecer una noche a 37 ° C en plaças de agar 
LB suplementado con ampicilina y X-Gal/IPTG. Los recombinantes se identiflcaron por 
medio de la detecciôn azul / blanco, y las colonias que contienen microsatéiites se 
identiflcaron por PCR de colonias, como se describe en Bloor et al. (2006), utilizando 
los cebadores universales para el vector M l3 y la sonda correspondiente de repeticiôn. 
Los clones positives fueron secuenciados en un secuenciador automatizado de ADN 
ABI 3730 (Applied Biosystems).
De un total de 1296 colonias evaluadas, 318 clones positives fueron 
identificados y secuenciados (24,5%), de los cuales 78 secuencias contenian secuencias 
repetidas adecuadas para el diseno de cebadores. Las secuencias restantes fueron 
descartadas porque contenian repeticiones de gran tamano (mâs de 400bp de longitud) o 
secuencias minisatélites. Fueron disenados pares de cebadores para secuencias ùnicas 
con el programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). Todos los pares de iniciadores 
fueron evaluados inicialmente en reacciones individuales de ocho individuos.
Se obtuvieron productos del tamano esperado para 14 loci. Un cebador de cada 
par fue marcado con fluorescencia (6-FAM, VIC, NED o PET, Applied Biosystems) 
para examinar los niveles de polimorfismo. Otros dos loci fueron descartados debido a 
la presencia de multiples picos artificiales. Cuarenta y cinco individuos provenientes de 
dos localidades [Goto Rios, Jaén, Espana (N = 23), y Resco Simontano, Arezzo, Italia 
(N = 22)] fueron genotipados para determinar los niveles de polimorfismo. El ADN 
genômico se extra] o de la misma manera que se ha explicado anteriormente. Se llevaron 
a cabo reacciones en cadena de la polimerasa (PGR) en volùmenes de reacciôn de 10 gl
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con los siguientesilOx de tampon de PCR, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgC12, 
0,1 U de Taq polimerasa (Biotools), 0,5 pM de cada cebador y 5 ng de ADN de las 
muestras. Las condiciones de PCR consistieron en un paso de desnaturalizaciôn inicial a 
95 ° C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizaciôn a 95 ° C durante 30 s, 
temperatura anillamiento (ver Tabla 1) durante 45 s, y extensiôn a 72 ° C durante 45 s, 
con un paso de elongaciôn final a 72 ° C durante 5 min. Los productos marcado con 
fluorescencia se analizaron en un secuenciador automâtico ABI 3730 (Applied 
Biosystems) con el estândar GeneScan-500 (LIZ) de tamaflo intemo y los genotipos se 
obtuvieron utilizando el programa GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems). La utilidad 
potencial de estos loci en otros taxa de eangrejos de rio se evaluô mediante la 
amplificaciôn cruzada de especies en las condiciones mencionadas utilizando uno o dos 
individuos de siete especies diferentes de las familias Astacidae y Cambaridae (Tabla 
2).
Las medidas bâsicas de diversidad genética, asi como las pruebas de la 
desviaciôn del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y desequilibrio de ligamiento se 
realizaron para cada localidad utilizando el programa GENEPOP (Raymond y Rousset, 
1995). La correcciôn secuencial de Bonferroni se aplicô para ajustar el nivel de 
significaciôn para comparaciones multiples (Rice, 1989). Los 12 loci fueron 
polimôrficos, con entre dos y seis alelos por locus (media = 3,6) (ver Tabla 1); las 
heterocigosidades observada (Ho) y esperada (He) a través de los loci variô entre 0,19 y 
0,69 y 0,22 y 0,60, respectivamente (Tabla 1). Los valores de heterocigosis de la 
muestra italiana (Ho = 0.25, SE = 0,38) fueron similares a los publicados en A. i. 
italicus de la Peninsula Italiana con loci antes descritos (Bertocchi et a l,  2008), y mâs 
altos para la muestra de poblaciôn espanola (Ho = 0.52, SE = 0.51). Las comparaciones
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per pares de les 12 loci no revelaron evidencia de desequilibrio de ligamiento despues 
de la correccion secuencial de Bonferroni. Las pruebas de desviacion del equilibrio de 
Hardy-Weinberg (HW) revelaron desviaciones significativas del equilibrio de HWE (P 
<0,05) menos tres loci (Aitali2, Aitali4 y Aitali9) en la muestra de Espana y en très loci 
(Aitali2, Aitali3 y Aitali5) en la muestra de Italia despues de la correccion secuencial de 
Bonferroni (Rice, 1989), debido a un exceso de homocigotos. Se llevo a cabo una 
prueba de alelos nulos por muestra utilizando el programa MICROCHECKER (Van 
Oosterhout et al., 2004), que revelô evidencia de la presencia de alelos nulos en un 
locus (AitaliS), tanto en las muestras de espanole como italiana (aunque la frecuencia de 
alelos nulos lue baja <0,2, Chapuis y Estoup, 2007). La mayoria de los individuos 
fueron amplificados con éxito (el 2% de ampliaciones no funcionô en todos los loci), lo 
que podria implicar que la deflciencia de heterocigosis posiblemente esta relacionada 
con fenômenos como el apareamiento no aleatorio en estas poblaciones o como 
consecuencia de selecciôn (lab ia  1). Siete de los 12 loci (Aitalil, Aitali5, AitaliV, 
AitaliS, Aitali9, AitalilO y Aitalil 1) se amplificaron con éxito en al menos una de las 
especies filogenéticamente mas cercanas.
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Tabla 2. Amplificaciôn cruzada de los loci aislados en diferentes especies de 
cangrejos de rio, pertenecientes a las familias C am baridae y Astacidae.
Locus
Astacidae
Pacifastacus
leniusculus
Cambarellus
puer
Cambarellus
texanus
Cambaridae
Cambarellus Cambarellus 
montezumae shufeldtii
Orconoectes
virilis
Procambarus
clarkii
Aitalil 205 - - - - -
Aitalil - - - - - -
AitaliS - - - - - -
Aitali4 - - - - - -
AitaliS - - - - 211,219 -
Aitali6 - - - - - -
Aitali? - 402 - 344 - -
AitaliS 120 149 162,202 198 213 -
Aitali9 287 - - - - -
AitalilO - 249 253 - 253 251
Aitalil 1 176 - 212,216 216 216 212,216
Aitalill 187 168, 193
En caso de obtenerse se indica el tamano de los alelos amplificados, - indica 
amplificaciôn no exitosa.
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3. i INTRODUCCIÔN
El mantenimiento del potencial evolutivo de las especies en peligro de extinciôn 
es un objetivo fundamental en la biologia de la conservaciôn. El cangrejo de rio, 
Austropotamobius italicus (Lereboullet, 1858), es un especie endémica al oeste y sur de 
Europa (Souty-Grosset et a l,  2006). Esta especie esta experimentando una disminuciôn 
drâstica de sus poblaciones, que se ha atribuido a factores como la pérdida de habitat, la 
contaminaciôn del agua y los efectos de la expansion de especies de cangrejo alôctonas 
que han introducido distintas enfermedades en la mayor parte de sus habitats (Dieguez- 
Uribeondo et al., 2008). S in embargo, diferentes cuestiones sobre taxonomia han 
afectado su consideraciôn formai como una especie en peligro por las mismas razones 
que su especie hermana, Austropotamobius pallipes, que si ha sido incluida en el libro 
rojo de especies en peligro de extinciôn desde 1983 (Baillie y Groombridge, 1996) y 
que figura en el Anexo 2 del la Directiva sobre habitats como especie que requiere 
medidas especiales de conservaciôn.
Debido a que las poblaciones espanolas de cangrejo de rio A. italicus no han sido 
objeto de un estudio genético detallado, se tomô la decisiôn de emplear un enfoque 
genético molecular con el fin de evaluar la distribuciôn de la variaciôn genética en la 
poblaciones espanolas. Este enfoque es particularmente apropiado para las especies que 
sufren un descenso râpido de la poblaciôn, ya que proporciona informaciôn importante 
para las estrategias de gestiôn, si es que taies acciones deben ser empleados (Hedrick, 
2000). Debido a la escasa variaciôn mitocondrial observada y su relaciôn con los 
haplotipos de poblaciones de Italia, se dio lugar a la hipôtesis que sugiere un origen por 
translocaciôn humana de todas las poblaciones espanolas (Grandjean et al, 2000;
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Trontelj et al, 2005). Sin embargo, como se ha visto en el capitulo I de esta tesis, que 
incluye un muestreo geogrâfico y genético mas exhaustivo, se ha encontrado una 
considerable variaciôn mitocondrial, y ha dado las bases para sugerir que los cambios 
histôricos en la demografia y la distribuciôn deberia considerarse como posible 
explicaciôn para los patrones genéticos observados (Dieguez-Uribeondo et al. 2008; 
Pedraza Lara et al., 2010). Este trabajo pretende arrojar luz sobre esta cuestiôn mediante 
la comparaciôn de la variaciôn nuclear entre las poblaciones espanolas y las poblaciones 
italianas cercanas.
Por otra parte, la acumulaciôn de diferencias genéticas a través de un aislamiento 
reproductivo es un factor critico a considerar en la defmiciôn de lineas evolutivas para 
la conservaciôn (Moritz, 1995). Por ello, se ha propuesto définir ESU's como aquellos 
grupos de poblaciones que son reciprocamente monofiléticos considerando la estructura 
de haplotipos de ADN mitocondrial, y que sean el resultado de desviaciones 
significativas en las frecuencias de alelos en loci nucleares.
La variaciôn mitocondrial se ha evaluado en estudios previos (Dieguez- 
Uribeondo et al., 2008; Grandjean et al., 2001; Pedraza Lara et al., 2010), mostrando 
una variabilidad considerable y evidencia de una estructuraciôn geogrâfica determinada. 
De acuerdo con la defmiciôn de ESU (Moritz, 1995), el polimorflsmo en los loci 
nucleares tiene que ser evaluado a fin de confirmar la hipôtesis de varios ESUs de A. i. 
italicus en Espana.
A la luz de este resultado, se propuso la hipôtesis de divergencia entre estos 
grupos de poblaciones, probablemente como resultado de una separaciôn durante el
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Pleistoceno. En este contexto y en bùsqueda de una mayor potencia en los anâlisis, el 
uso de nuevos marcadores nucleares es necesaria para aclarar la estructura genética 
entre las poblaciones espanolas de A. italicus. El objetivo de este estudio fue examinar 
la variaciôn genética loci de microsatélites en poblaciones espanolas de A. i. italicus y 
analizar su distribuciôn en una muestra representativa de la distribuciôn de la especie en 
Espana. Esta informaciôn fmalmente puede proporcionar datos relevantes para la 
conservaciôn del cangrejo de rio.
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3.2  M é t o d o s
3.2 ' Colecciôn de datos
Como se ha documentado antes, Austropotamobius italicus tiene una 
distribuciôn restringida, y en la actualidad se limita principalmente a las cabeceras de 
algunos sistemas fluviales (Pedraza-Lara et al., 2010). Con el fin de cubrir la mayor 
parte de su distribuciôn en Espana, un total de 17 poblaciones se tomaron muestras en 
las principales cuencas espanolas donde se encuentra hoy en dia entre 2006 y 2007 (Fig. 
1). Se incluyô una poblaciôn adicional proveniente de Italia (Tevere) del rio Tiber. Se 
tomô un quelipedo de cada individuo mismo que se conservô en etanol puro para el 
procesamiento posterior.
%-
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Figura 1. Mapa de localizaciôn de las muestras incluidas. Detalles sobre el tamano de 
muestra se puede ver en la Tabla 1. Los puntos de color corresponden al anâlisis de 
agrupaciôn bayesiana (ver Figura 4).
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3.2.2 Anâlisis de microsatélites
Fueron utilizados los doce loci polimôrficos, previamente aislados de A. italicus 
(Pedraza-Lara et al., 2010) junto con los loci A PI, AP3 y AP6, de A. pallipes (Gouin et 
al., 2000). Estos 15 microsatélites se utilizaron en el présente estudio para evaluar la 
variaciôn genética en A. italicus. Se llevô a cabo amplificaciôn en cadena de la 
polimerasa (PCR) en volùmenes de reacciôn de 12uL que contenian lOx de tampôn de 
PCR (Biotools), 1,0-2,0 mM de MgC12, 2,0 mM de cada cebador (“forward” y 
“reverse”), 0.1 mM de cada dNTP, 0,25 U de Taq ADN polimerasa (Biotools) y 1 uL de 
ADN de muestra (lOng/uL). El perfil de temperatura de las PCR fue el siguiente, 94 ° C 
durante 5 min., 35 ciclos a 90 ° C durante 1 min., temperatura de hibridaciôn 
estandarizada para cada cebador por 45 seg. y 72 ° C durante 1 min., seguidos de una 
extensiôn final de 7 min. a 72 ° C. Los cebadores “forward” se marcaron con 
fluorescentemente (Invitrogen) y los fragmentos de PCR amplificados fueron analizados 
y sus tamanos estimados por comparaciôn con un estândar de tamano mediante 
electroforesis en un secuenciador automatizado de capilares ABl 3100. Los tamanos de 
los alelos se obtuvieron utilizando GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems). 
Aproximadamente el 1% de las muestras fueron re-amplificadas para garantizar la 
repetibilidad del genotipado.
3.2.3 Anâlisis estadistico
3.2.3.1 Determinaciôn delgenotipo y  de la diversidad genética entre loci
Se cuantificô la diversidad genética de los loci microsatélites por locus y sitio de 
muestreo, como se calcula por el numéro medio de alelos por locus (NA), la
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heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad esperada (He) y el numéro de alelos 
estandarizados por la muestra con el tamano mas pequeno (NS) (Nei y Chesser, 1983), 
utilizando GENETIX 4.05 (Belkir, 2000) y Estât 2.9.3 (Goudet, 2001). La estima de la 
heterocigosidad imparcial esperada (Nei, 1987) fue utilizada debido al pequeno tamano 
de muestra de algunas poblaciones. Se analizô la posibilidad de desviaciones del 
equilibrio de Hardy-Weinberg mediante el test de probabilidad exacta (Guo y 
Thompson, 1992), disponible en el programa GENEPOP 4.0.1 (Raymond y Rousset,
1995) y aplicândose a cada locus para cada poblaciôn asi como en todos los loci para 
cada poblaciôn. Se probô la existencia de desequilibrio genotipico de ligamiento entre 
cada par de loci por medio de la prueba exacta de Fisher con GENEPOP 4.0.1. Tanto las 
pruebas de desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg y de desequilibrio de 
ligamiento utilizaron una cadena de Markov (10000 pasos de dememorizaciôn, 1000 
grupos, 2000 iteraciones / grupo) (Guo y Thompson, 1992). Todos los valores de P de 
las comparaciones multiples fueron corregidos mediante la correcciôn secuencial de 
Bonferroni (Rice, 1989).
Se llevô a cabo una prueba bimodal para detectar posibles errores de genotipado 
debido debido a la amplificaciôn preferencial de uno de los dos alelos, mala 
interpretaciôn de las bandas o errores de transcripciôn por locus y sitio de muestreo, 
utilizando el programa DROPOUT (McKelvey y Schwartz, 2005). Ademâs, fue 
utilizado el programa MICRO-CHECKER v2.23 (Van Oosterhout et al., 2004), para 
evaluar la existencia de alelos nulos, y considerar su impacto en las estimas de 
diferenciaciôn genética.
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3.2.3.2 Diferenciaciôn de las poblaciones
Con el fin de comprobar si las mutaciones paso a paso en los loci microsatélites 
(modelo de mutaciôn paso a paso, SMM, por sus siglas en inglés) contribuian 
significativamente a la diferenciaciôn genética entre las agrupaciones, se implementô 
una prueba basada en un procedimiento de asignaciôn al azar de los tamanos de los 
alelos, (Hardy et a l, 2003) utilizando el software SPAGeDI 1.1 (Hardy y Vekemans, 
2002). Una diferencia significativa indica que los estadisticos basadas en el tamano de 
los alelos (Rst) son mas adecuados que los basados en su identidad (Fst, lAM (Weir y 
Cockerham, 1984)). Esta prueba también puede proporcionar informaciôn valiosa sobre 
las principales causas de la diferenciaciôn de la poblaciôn (es decir, dériva frente a 
mutaciôn) mediante la comparaciôn de valores de Est y Rst- En términos générales, se 
espera que Est y Rst sean de la misma magnitud cuando la diferenciaciôn es causado 
sôlo por dériva, mientras que las Rst serian mayores que Est considerando el SMM (ver 
Hardy et a l,  2003; Lugon-Moulin et al., 1999). También se llevô a cabo esta prueba 
entre las poblaciones dentro de los grupos para determinar el estadistico adecuado para 
evaluar la diferenciaciôn genética. La significaciôn se estimô a partir de 1000 pasos de 
aleatorizaciôn. Basândose en los resultados de estas pruebas, la diferenciaciôn genética 
entre las poblaciones se estimô usando Est por pares (Weir y Cockerham, 1984).
Tradicionalmente se han utilizado las Est y mas recientemente, las Gst y sus 
derivados han demostrado tener atributos indeseables cuando se calculan a partir de 
marcadores altamente polimôrficos como los microsatélites (Hedrick, 1999; Hedrick, 
2005; Heller et al., 2010; Heller y Siegismund 2009; Jost, 2008; Nagylaki, 1998). Por lo 
tanto, el nivel de diferenciaciôn genética entre las poblaciones (en general y por pares)
- 127-
3. Estructura genética de Austropotamobius italicus basada en m icrosatélites
se évalué usando una medida altemativa desarrollada recientemente, las Dest (Jost, 
2008), utilizando el software SMOGD version 1.2.5 (2010) (Crawford, 2010), La 
significaciôn de los valores de Dest no fue probada, ya que el principal objetivo de las 
medidas de diferenciaciôn por lo general no es para evaluar si se desvfan o no de cero. 
Mas bien, lo mas importante de las medidas de diferenciaciôn de es que sean objetivas y 
que reflejen sin desviaciones los atributos de la distribuciôn de la variabilidad alélica. 
En este sentido, Dest es superior a las medidas tradicionales derivados de Est- Con fines 
de compararlos con los valores de D e s t ,  se estimaron las Ô st de Weir y Cockerham 
(Weir y Cockerham, 1984) utilizando el programa Arlequin versiôn 3.1 (Excoffier et al., 
2005). La significaciôn se estimô a partir de 10.000 permutaciones.
3.2.3.3 Estructura genética y  flu jo
Para determinar la cantidad de estructuraciôn entre los diferentes niveles de 
agrupaciôn genética, se llevô a cabo un anâlisis de varianza molecular (AMOVA) 
(Excoffier et al., 1992), con el programa Genodive versiôn 2.Obi7 (Meirmans y 
Tienderen Van, 2004). Se llevô a cabo la normalizaciôn de Meirmans de las estadisticos 
de F  (por sus valores mâximos posibles), previa transformaciôn de los datos en 
Recode Data (Meirmans, 2006). AMOVA se utilizô para evaluar la particiôn de la 
variaciôn microsatélite en las frecuencias alélicas (Est) tanto entre como dentro de los 
diferentes esquemas de agrupaciôn: 1) Poblaciones espanolas Vs. Tevere, 2) la 
asignaciôn de STRUCTURE, 3) vertientes hidrolôgicas (Atlântico-Mediterrâneo- 
Cantâbrico), 4) distintas cuencas fluviales. La significaciôn de los valores de P  se ajusté 
mediante la correcciôn de Bonferroni para multiples pruebas estadisticas (Rice, 1989), 
con un valor de a de 0,05. Para visualizar la relaciôn entre las muestras de poblaciones
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se llevô a cabo un anâlisis de correspondencia (Guinand, 1996) en el programa Genetix 
v.4.05.2 (Belkir, 2000).
Con el fin de determinar la estructura genética del cangrejo de rio, se utilizô el 
programa STRUCTURE 2.0 (Pritchard et al., 2000), el cual se basa en un modelo de 
agrupaciôn bayesiana utilizando Cadenas de Markov Montecarlo (MCMC) para 
determinar el numéro de poblaciones (K) con la probabilidad posterior mâs alta y para 
estimar las proporciones de mezcla genética de los individuos. Las simulaciones se 
llevaron a cabo utilizando un modelo de mezcla genética y asumiendo una correlaciôn 
entre la frecuencia de alelos de las distintas poblaciones (los parâmetros de la corrida de 
MCMC consistiô en 5x105 iteraciones de “quemado”, seguidos de 2x106 iteraciones en 
la muestra). La inferencia del valor mâs probable del numéro de poblaciones de se basô 
en el valor modal de K (Evanno et al., 2005). El intervalo de valores posibles de K fue 
de uno a diecisiete, utilizando cinco corridas en paraielo para cada numéro supuesto de 
K poblaciones.
Se aplicô una prueba de asignaciôn bayesiana en el programa GENECLASS 2.0 
(Piry et al., 2004), que proporciona la probabilidad de cada individuo de pertenecer a la 
poblaciôn de referencia, es decir, la poblaciôn del rio Tiber. El câlculo siguiô el método 
de exclusiôn parcial (Rannala y Montana, 1997), y la simulaciôn consistiô en 10.000 
individuos.
Para probar la hipôtesis de una subdivisiôn abrupta, y reciente en la poblaciôn, 
posiblemente causado por la influencia humana sobre la estructura genética, se utilizô el 
programa BayesAss + v l.3  (Wilson y Rannala, 2003). Este método calcula una matriz
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de pares de tasas de inmigraciôn reciente (m) entre las poblaciones utilizando métodos 
coalescentes. La configuraciôn por defecto de “burn-in” y el numéro de iteraciones de 
MCMC fueron suficientes para alcanzar la convergencia con base en la inspecciôn 
visual de los valores de verosimilitud. Cinco corridas independientes fueron 
implementadas para evaluar la congruencia entre corridas, y posteriormente se utilizô 
una prueba del ratio de verosimilitud para determinar si las probabilidades previas y 
posteriores en las tasas de migraciôn eran significativamente diferentes entre si (Wilson 
y Rannala, 2003).
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3.3  R e s u l t a d o s
Los niveles de polimorflsmo fueron bajos para la mayoria de los loci 
microsatélites, con de 3 a 19 alelos por locus (NA medio = 7, ± 4.3), y los valores 
medios de heterocigosidad observada y esperada fueron Ho = 0,35 ± 0,19 y He = 0,42 ± 
0,17, respectivamente (Tabla 1). El coeflciente de endogamia varié entre 0.012 y 0.483 
(FIS medio = 0,153 ± 0,26), y seis loci mostraron equilibrio de Hardy-Weinberg en 
todas las muestras de poblaciones (Tabla 1). La prueba del desequilibrio de ligamiento 
mostrô un numéro muy bajo de comparaciones significativas por pares (1,9%), lo que 
sugiere la independencia de todos los loci examinados.
3.3.1 Diversidad genética entre las poblaciones
El con)unto de la variabilidad genética entre las poblaciones fue homogénea, 
como lo indica el valor promedio de alelos estimado (NA = 2,84 ± 0,37), y por la 
heterocigosidad observada (HO = 0,35 ± 0,085) y esperada (He = 0,42 ± 0,036) (Tabla 
1). El coeflciente de endogamia en las poblaciones a través de todos los loci fue en 
promedio de 0,138 ± 0,29. Ocho de las poblaciones mostraron los valores medios del 
FIS signiflcativos, lo que indica desviaciones significativas del equilibrio de Hardy- 
Weinberg debido al exceso de homocigotos (Tabla I).
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Tabla 1. Resumen de estadisticos genéticos para los 15 loci microsatélites y 
cada una de las 17 poblaciones Aq Austropotamobius italicus incluidas en el anâlisis.
Poblaciôn N Na He Ho F,s
Côrdobal 20.267 3.067 0.517 0.523 0.2593
Granada 1 21.800 2.800 0.461 0.444 0.0609
Granada2 20.467 2.867 0.467 0.511 0.8742
Jaénl 16.133 3.067 0.512 0.262 0.0002
Malagal 19.667 3.533 0.509 0.449 0.0004
MâlagaZ 19.533 3.000 0.441 0.417 0.0202
Rioja 19.800 3.200 0.463 0.348 0.0002
Valencia 9.333 3.067 0.399 0.276 0.0002
Granada3 19.933 2.933 0.443 0.376 0.0002
Granada4 22.000 2.400 0.375 0.359 0.099
Jaen2 8.933 2.267 0.373 0.317 0.0063
Aragon 19.133 2.200 0.283 0.271 0.1433
Fluvia 19.067 3.200 0.413 0.342 0.0002
Ter 21.800 3.067 0.405 0.375 0.0173
Zadoya 6.667 2.533 0.429 0.232 0.0002
Jaén3 18.733 2.600 0.325 0.376 0.9944
Tevere 19.333 3.067 0.387 0.311 0.0002
Locus Na NS He Ho F,s
API 5 2.184 0.167 0.165 0.012
AP3 19 6.154 0.632 0.426 0.326
AP6 14 6.464 0.630 0.373 0.408
B 1 7 4.135 0.513 0.265 0.483
C l 6 4.434 0.566 0.410 0.276
D 5 7 3.84 0.554 0.734 -0.326
G_9 8 4.843 0.559 0.753 -0.348
1.12C 6 4.013 0.554 0.440 0.206
2.9H 3 2.051 0.312 0.221 0.292
3.3A 3 2.652 0.259 0.180 0.304
A9 4 2.525 0.360 0.330 0.084
C5 8 5.98 0.507 0.418 0.176
2.11F 7 2.197 0.142 0.077 0.463
F9 3 2.072 0.401 0.368 0.082
H5 5 2.24 0.153 0.173 -0.137
N= tamano de la muestra; Na= numéro total de alelos por locus y niimero medio de 
alelos por muestra, respectivamente; riqueza alélica media estandarizada por el 
tamano minimo de muestra (13) por locus y por poblaciôn, usando el método de 
rarefacciôn de FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001); valores medios de heterocigosidad 
esperada {He) y observada (% ), asi como estadistico de Wright {Fis) por locus y 
poblaciôn. Valores de Fis en negritas indican pruebas significativas, luego de aplicar la 
correcciôn secuencial de Bonferroni (Rice 1989).
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La prueba estadistica bimodal apiicada a las frecuencias alélicas fue no 
signiflcativo, mostrando que no existe evidencia de la existencia de errores de 
genotipado, o una amplificaciôn inespecifica de alelos, lo cual podria resultar en la 
presencia de alelos nulos. Ademâs, la prueba de alelos nulos basada en la proporciôn de 
homocigotos y la distribuciôn de los tamanos de los alelos heterocigotos (Van 
Oosterhout et a i, 2004), detectô que un 14% de las comparaciones pareadas presentaron 
un desequilibrios de Hardy-Wainberg, principalmente debido a los loci Ap6, G9 y 
2.11F. Se encontrô que la correcciôn de las frecuencias de alelos nulos (Brookfield,
1996) no afectaba cualitativamente los resultados (12% de las comparaciones por pares 
fueron todavia signiflcativos, datos no mostrados). Esto sugiere que los posibles alelos 
nulos han tenido un efecto muy bajo sobre la diversidad genética promedio de los datos, 
y por lo tanto el conjunto complete de datos fue incluido en los anâlisis.
’>.3. 2 Numéro de poblaciones y asignaciôn de los individuos
El anâlisis bayesiano de agrupaciôn (Pritchard et al., 2000) detectô el mayor 
“likelihood” para el modelo de K = 2. Sin embargo, el valor modal de AK fue observado 
en K = 3 (Figs. 2 y 3).
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Figura 2. Ntamero de poblaciones de A. italicus con el valor de probabilidad posterior 
mâs alto, expresado como AK, para cada una de las 17 poblaciones (K). AK es 
calculada como el valor medio de la segunda derivada de L(K) (Evanno et al., 2005).
Figura 3. Ajiâlisis de agrupaciôn bayesiana mostrando el numéro de poblaciones con la 
mayor probabilidad posterior de asignaciôn (K=3). La designaciôn de los nùmeros esta 
expresada en el mismo orden que se muestra en la Tabla 1. Los colores de los grupos 
genéticos estân indicados en cada localidad en la Figura 1.
La prueba bayesiana de asignaciôn asignô correctamente la mayor parte de los 
individuos a su localidad de origen. La asignaciôn de la muestra Tiber resultô sôlo en 
individuos pertenecientes a esa poblaciôn, con la excepciôn de un individuo de la 
poblaciôn JPIO, asignado a esa poblaciôn con una probabilidad de 0,87.
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3.3.3 Diferenciaciôn genética
La hipôtesis nula de no contribuciôn del modelo graduai de mutaciôn (SMM, 
(Michalakis y Lxcoffier, 1996) a la diferenciaciôn genética (Est = pRsr) fue rechazada 
(P> 0,01), con base en los datos multilocus en su conjunto (Tabla 2), lo que sugiere que 
las Fst son mâs adecuadas que las Rst para el câlculo de la diferenciaciôn genética entre 
las muestras de poblaciôn blanca, cangrejos de rio (Hardy et al., 2003). Sôlo un locus 
mostrô diferencias significativas en la prueba de permutaciôn de alelos (Tabla 2). Sin 
embargo, el valor signiflcativo de la prueba global de Rst considerando todos los loci 
(0,578, P=0,001, IC 95% 0,175-0,524), sugiere una estructuraciôn de la poblaciôn.
Tabla 2. Resumen de los estadisticos de la prueba de permutaciôn del tamano de 
los alelos (Hardy et al., 2003) para cada locus e intervalo de conflanza del 95% para los 
valores de Rst simulados.
Locus F st R st p R si (95%C.I.) G st*
API 0.2315 0.2310 0.2327 0.1432-0.3337 0.2050
AP3 0.2257 0.3659 0.2303 0.0818-0.4920 0.2250
AP6 0.1681 0.1285 0.1695 0.0722-0.3068 0.1880
B I 0.2724 0.3207 0.2669 0.1320-0.4182 0.2570
C l 0.1942 0.4765 0.2117 0.0231-0.5077 0.1960
D 5 0.1033 0.0653 0.1116 0.0409-0.2433 0.1000
G 9 0.2296 0.0496 0.2549 0.0296-0.6618 0.2340
1.12C 0.208 0.0839 0.1965 0.0538-0.3238 0.2010
2.9H 0.3351 0.3334 0.3185 0.2323-0.3479 0.3470
3.3A 0.5007 0.6045 0.5462 0.3868-0.6729 0.5300
A9 0.3078 0.5783 0.3599 0.2383-0.5840 0.2830
C5 0.3686 0.8417 0.3579 0.1159-0.7824 0.3680
2.11F 0.0266 0.0113 0.0158 -0.0116-0.0490 0.0260
F9 0.1954 0.1619 0.1916 0.1620-0.2045 0.1840
H5 0.3393 0.3393 0.3393 0.3393-0.3393 0.1780
Ail 0.2531 0.5784 0.3045 0.1755-0.5249 0.2510
Los valores signiflcativos de Gst se indican en negritas (Rst>pRst), luego de 
aplicar la correcciôn secuencial de Bonferroni (Rice, 1989).
- 135-
3. Estructura genética  d t  Austropotamobius italicus basada en m icrosatélites
Las comparaciones pareadas con base en los valores de Est corregidos no fueron 
significativas para la mayoria de las comparaciones (153 comparaciones), después de 
aplicar la correcciôn de Bonferroni. Las Dest observadas mostraron valores de 
diferenciaciôn especialmente altos entre el Tiber y el resto de las poblaciones espanolas 
(Tabla 3).
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El AMOVA jerârquica revelô una estructura genética significativa entre las 
muestras analizadas (P = 0,001) (Tabla 4). Todos los sistemas de agrupaciôn mostraron 
que la mayor parte de la variaciôn es atribuible a la variaciôn genética de cada 
individuo. El siguiente nivel de organizaciôn en mantener la variaciôn genética se 
encontrô entre los grupos propuestos en cada estructura probada. De entre estas 
estructuras, la variaciôn entre las poblaciones sin ningtin tipo de esquema de agrupaciôn 
explicô la mayor proporciôn de la variaciôn (24,6% significativa, P = 0,001), seguido de 
la hipôtesis de agrupaciôn de las poblaciones de Espana contra las poblaciones de Italia 
(21,6%, no significativa, P> 0,01) y la résultante de los grupos inferidos por 
STRUCTURE (K = 3, 11.2, significativa, P = 0,001).
Tabla 4. Anâlisis molecular de la varianza (AMOVA) considerando la 
variaciôn espacial en Austropotamobius italicus.
Agrupado en Fuente de la variaciôn
%
variaciôn Estadisticos F SE P
Dentro de Individuo 72.3 Fit 0.277 0.08 —
Poblaciôn Entre Individuos 3.1 Fis 0.041 0.089 0.092
Entre Poblaciones 24.6 Fst 0.246 0.034 0.001
Dentro de Individuo 57.8 Fit 0.422 0.078 —
Poblaciôn Entre Individuos 2.5 Fis 0.041 0.089 O.II
Espana Vs Italia Entre Poblaciones 18.1 Fsc 0.231 0.037 0,001
Espana Vsitalia 27.6 Fct 0.276 0.069 0.446
Dentro de Individuo 68.9 Fit 0.3 II 0.076 —
Poblaciôn Entre Individuos 2.9 Fis 0.041 0.089 0.086
STRUCTURE K3 Entre Poblaciones 
Entre grupos
16.9 Fsc 0.I9I 0.032 0.001
StructureKS 11.2 Fct 0.112 0.036 0.001
Dentro de Individuo 69.4 Fit 0.306 0.077 -
Poblaciôn Entre Individuos 2.9 Fis 0.041 0.089 0.083
Vertiente Entre Poblaciones 21 Fsc 0.225 0.037 0.001
Entre vertientes 6.6 Fct 0.066 0.026 0.450
Dentro de Individuo 68.5 Fit 0.315 0.077 —
Poblaciôn Entre Individuos 2.9 Fis 0.041 0.089 0.098
Basins Entre Poblaciones 19.8 Fsc 0.217 0.039 0.001
Entre cuencas Fct O.Oi^ g 0.02,^ 0.503
En negritas se indican los valores signiflcativos. En cursivas estân seftaladas las 
hipôtesis de agrupaciôn probadas.
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El test de Wilcoxon encontrô evidencia de cuellos de botella recientes en la 
mayorla de las muestras de poblaciones, excepte en las muestras Tevere, Jaen3, Fluviâ y 
Valencia {P <0,001 prueba de una cola del exceso de heterocigotos) bajo el modèle de 
alelos infinites (lAM). La prueba realizada usande el medele de des fases (TPN, Di 
Rienze et al., 1994) y el S MM ne mestrô resultades significative para el reste de las 
muestras de poblaciones.
La prepercion de migrantes fue estimada de acuerde a des esquemas, entre las 
poblaciones y entre les grupes genétices identificades per STRUCTURE. Les valeres 
significatives de la prueba de y2 y de la prueba entre les ratio de likelihood {P <0,001) 
excluyo la pesibilidad de que existiera una falta de pelimerfisme para detectar las tasas 
de migracion entre las muestras en el pregrama BayesAss. Las cemparacienes pareadas 
entre las lecalidades muestran que la peblaciôn de La Rioja es el mayor centribuyente 
cen migrantes a etras poblaciones (Figura 5). La prueba de “Jackniflng” mestrô que la 
mayeria de las poblaciones se comportan como fuentes en termines de su propia 
reclutaciôn, cen la excepciôn de les que recibieron la mayor prepercion de inmigrantes. 
Estas fueron Mâlaga2, Granada2 y Granada3 (valeres de aute-asignaciôn de 0.680, 
0.681 y 0. 678, respectivamente), recibiende inmigrantes de La Rieja, Mâlaga2 y 
Malaga 1.
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3.4 D is c u s iô n
Los loci microsatélites son marcadores nucleares que han demostrado ser utiles 
en la detecciôn del flujo genético, asi como para el estudio de la estructura genética de 
las poblaciones a escala fina en otras especies de cangrejos de rio (Walker et al., 2002), 
lo que puede ser atribuido, entre otras razones a la alta tasa de mutaciôn que les 
caracteriza (Goldstein et al., 1999). Los estudios que comparan los datos nucleares y 
mitocondriales representan una herramienta valiosa para discernir los factores histôricos 
y recientes que participan en la conformaciôn de la estructura genética de las 
poblaciones de cangrejos de rio (Crandall et al., 2000).
Los quince loci microsatélites empleados en este estudio mostraron niveles de 
polimorfismo de moderados a bajos (Gouin et al., 2006) y no mostraron evidencias 
significativas de desequilibrio de ligamiento. Solo dos de los loci analizados mostraron 
desviaciones del equilibrio de HW. La estimacion global de Rst significativa indica un 
alto grado de estructuraciôn en las muestras de las poblaciones. Las Dest por pares 
variaron entre 0,020 y 0,553, mientras que las Fst entre 0.045 y 0.505. Las estimaciones 
mas altas de diferenciaciôn se observaron entre el Tiber y las poblaciones de Espana. 
Las Fst se estimaron en este estudio para su comparaciôn con trabajos anteriores en esta 
especie o de su especie mas cercana, A. pallipes. Ademâs, no se encontre evidencia de 
que la mutaciôn paso contribuyera signiflcativamente a la diferenciaciôn entre las 
poblaciones {P <0.05), lo que demuestra que la dériva fue probablemente la fuerza mas 
importante en la diferenciaciôn. En este sentido, los niveles de diferenciaciôn, medidos 
en valores de Fst, variaron en magnitud de acuerdo a la poblaciôn. Estos valores fueron 
similares a los reportados entre las poblaciones de un mismo grupo genético de A.
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pallipes en Francia (Gouin et al., 2006) pero de mayor magnitud a los reportados para la 
especie en la region de Carintia (Baric et al., 2006), misma que se ha propuesto tiene un 
origen por translocaciôn. Se observaron bajos niveles de polimorfismo genético en 
general, mostrando entre 2,2 y 3,2 como promedio de alelos por poblaciôn. S in 
embargo, esto parece ser comtln para las especies incluidas en el género 
Austropotamobius en comparaciôn con los niveles encontrados en especies de otros 
géneros, que han sido mas altos (Walker et al., 2002). Los niveles de heterocigosis 
observada de 0,213 a 0,523, se encuentran entre los niveles de otras poblaciones 
naturales de cangrejo de rio de la familia Astacidae (Edsman et al., 2002; Gouin et al., 
2006).
Es probable que los altos niveles de polimorfismo encontrados fueran los 
responsables de la detecciôn de una estructuraciôn genética global débil. Considerando 
los anâlisis de diferenciaciôn, la mayoria de los patrones genéticos podrian estar 
relacionados con la diferenciaciôn de la poblaciôn del rio Tiber del resto. Ademâs, la 
prueba de agrupaciôn bayesiana rechazô la hipôtesis nula de panmixia entre las 
poblaciones espanolas, y en su lugar de es coherente con la hipôtesis de la existencia de 
dos agrupaciones diferentes, correspondientes a grupos genéticos diferentes. En 
conjunto, estos anâlisis soportan que al menos dos agrupaciones genéticas se pueden 
identificar en Espafia. Todas estas evidencias apuntan a una alta diferenciaciôn entre las 
poblaciones de Italia y las provenientes de Espana, que a su vez, no apoyan la hipôtesis 
de una historia reciente compartida entre ambos grupos. Estas evidencias apoyan 
resultados anteriores basados en la variaciôn genética mitocondrial entre las poblaciones 
ibéricas (Beroiz et al., 2008; Dieguez-Uribeondo et al., 2008; Pedraza Lara et al., 2010)
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respecto a su diferenciaciôn genética de las poblaciones italianas mas cercanas, 
pertenecientes a la misma subespecie (Pedraza-Lara et al., 2010).
El patrôn de diferenciaciôn antes mencionado es parcialmente soportado por el 
AMOVA jerârquico y el anâlisis de correspondencia, aunque la inferencia de una falta 
de significaciôn entre cualquiera de las otras hipôtesis de agrupaciôn geogrâfica dentro 
de Espana, muestra que esta diferenciaciôn no estâ arreglada geogrâficamente.
La asignaciôn de los individuos a sus respectivas poblaciones en general fue 
fuerte, como se observa en los diferentes métodos de asignaciôn utilizados. El anâlisis 
de cuellos de botella encontrô evidencias altamente significativas de modificaciones 
demogrâficas drâsticas y recientes para la mayoria de las poblaciones. Teniendo en 
cuenta que, como se ha mencionado antes, la principal fuerza de diferenciaciôn genética 
de las poblaciones espanolas es la dériva, estas evidencias en su conjunto soportan que 
las poblaciones espanolas probablemente han sido afectadas por un fuerte efecto 
fundador, que ha llevado al mantenimiento de diferentes frecuencias alélicas en cada 
poblaciôn. La naturaleza de este proceso fundador podria estar relacionado con varios 
factores como la fuerte reducciôn en el tamafio de las poblaciones, asi como su 
fragmentaciôn y aislamiento desde la documentada extinciôn de la mayoria de las 
poblaciones de cangrejo de rio en Espana (Alonso et al., 2000).
Ademâs, el flujo genético entre las poblaciones es coherente con las estimas de 
migraciôn, que sustentan a la poblaciôn de La Rioja en calidad de donante relativamente 
importante de otras poblaciones. Las actividades humanas de repoblaciôn han sido 
ampliamente adoptadas como medidas de recuperaciôn de la especies en la mayoria de
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los paises europeos, y estas prâcticas podrian haber sido comunes también en Espana 
(Gil-Sânchez y Alba Tercedor, 2006; Machino et al., 2004), donde la siembra constante 
y la fundaciôn de nuevas poblaciones podria explicar el patron observado en la mayoria 
de las poblaciones. Distinguir entre ambas posibilidades requeriria de una 
representaciôn mas compléta de las poblaciones y determinar con mas precision en cada 
caso el posible donante y aceptor de individuos y sus proporciones. La evidencia 
proveniente de las tasas de migraciôn inferidas y la asignaciôn genética que aqui se 
présenta apoyan la consideraciôn de al menos dos grupos genéticos diferentes en 
Austropotamobius italicus en Espana con un grado de mezcla distinto y con diferente 
distribuciôn, uno asociado principalmente con el norte y el noreste de la Peninsula 
Ibérica y otro con la parte sur de su distribuciôn (al sur de las cuencas de Levante). 
May ores niveles de contacte y de flujo entre poblaciones es observado en la parte sur, 
posiblemente como resultado de desplazamientos humanos.
Los diferentes tipos de marcadores genéticos pueden resultar en patrones 
contrastantes en la estructura genética entre poblaciones de una especie determinada 
(Brown et a l ,  2005; Buonaccorsi et al., 2001). En algunos casos, la discordancia entre 
los tipos de marcador puede deberse a sesgos metodolôgicos, que cuando se corrigen 
adecuadamente permiten obtener patrones comunes (Brown et al., 2005; Buonaccorsi et 
al., 2001). En otros casos s in embargo, los resultados contradictorios en la descripciôn 
de la estructura genética de la poblaciôn pueden derivarse de los efectos diferenciales de 
la dériva genética y la mutaciôn en una clase marcador (Buonaccorsi et al., 2001). En 
taies casos, la discordancia puede interpretarse como una fuente de informaciôn 
altemativa y complementaria util para investigar cômo los procesos evolutivos en 
escalas de tiempo diferentes defmen la distribuciôn de la heterogeneidad genética.
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Previos hallazgos con marcadores mitocondriales mostraron la existencia de una 
expansion de las poblaciones ibéricas durante el Pleistocene. La evidencia de este 
estudio révéla informaciôn a diferentes escalas temporales y espaciales, la cual ademâs 
es coherente con un escenario en que acontecimientos muy recientes han influido 
signiflcativamente sus poblaciones y proporciona asi un ejemplo de informaciôn 
complementaria entre marcadores genéticos.
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4. Patrones evolutivos en Cambarellinae
4.1 INTRODUCCIÔN
La subfamilia Cambarellinae es un grupo de cangrejos de rio que se compone 
del género Cambarellus, con 17 especies reconocidas y una distribuciôn a lo largo de los 
rios de la Costa del Golfo México en los Estados Unidos y en el Norte y centro de 
México (Figura 1) (Hobbs, 1974a). Esta distribuciôn va desde el rio Swanee en el norte 
de Florida, hacia el este, incluyendo buena parte del sur de la cuenca del rio Misissipi 
hasta el sur de Illinois y hacia el suroeste continua hasta el rio Nueces, en Texas 
(Fitzpatrick Jr., 1983; Hobbs, 1950). En Mexico, Cambarellus tiene una distribuciôn 
discontinua con très poblaciones distantes y aisladas en los estados nortenos de 
Chihuahua, Coahuila y Nuevo Leôn y después en el centro de México, principalmente a 
lo largo del Cinturôn Volcânico Transversal (CVT) (Villalobos, 1955; Hobbs, 1980). 
Este grupo compuesto principalmente por especies que habitan en los lagos y habitats 
lénticos. No estâ claro cômo se ha originado esa distribuciôn amplia y discontinua por 
lo que un primer objetivo con este estudio es aportar informaciôn util para inferir los 
patrones biogeogrâficos en la historia evolutiva de la subfamilia Cambarellinae.
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Figura 1. Mapa de las locaiidades incluidas en este estudio, se hace referencia a los 
niimeros en la Tabla 1. Las areas sombreadas corresponden a las zonas de distribuciôn 
reportadas para las especies del Grupo del Golfo. Los colores representan diferentes 
clados recuperados por anâlisis filogenético (ver Figura 3). Los triângulos son especies 
no incluidas en el anâlisis y representan la ubicaciôn de las locaiidades tipo, que son los 
ùnicos registros para estas especies. El aumento en la intensidad del tono de gris se da 
en funciôn del de altitud (500-6000 m).
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Una serie de caractères apomorficos definen a la subfamilia, a consecuencia de 
lo cual su monofilia ha sido aceptada desde su descripciôn. Un tamano corporal 
reducido, una formula branquial especifica, un annulus ventrales (génitales femeninos) 
môviles y alargados y la ausencia del proceso cefâlico en el primer par de pleôpodos 
(génitales masculinos) son algunas de las sinapomorfias propuestas del grupo 
(Fitzpatrick Jr, 1983; Hobbs, 1974a ; Laguarda, 1961). La unidad morfolôgica que 
define a la subfamilia contrasta con la amplia variaciôn morfolôgica encontrada en los 
caractères dentro de las poblaciones de varias especies (Villalobos 1955, Fitzpatrick 
1983, Rojas et al. 2007). Esta diversidad dentro y entre las especies hace que la 
designaciôn e identificaciôn de caractères diagnôsticos sea especial mente dificil, 
especialmente para las especies de amplia distribuciôn (Fitzpatrick Jr, 1983; Villalobos, 
1955).
A pesar de la distribuciôn geogrâfica enigmâtica y la diversidad de especies en 
Cambarellinae, la ùnica hipôtesis filogenética del grupo se basa principalmente en las 
asociaciones fenéticas de la morfologia genital (Figura 2, Fitzpatrick Jr, 1983). Con 
base en esta hipôtesis, très subgéneros han sido propuestos (Fitzpatrick Jr, 1983), 
Pandicambarus (que contiene siete especies), y el monotfpico Dirigicambarus, ambos 
compuestos por especies habitando al norte del Rio Grande (en lo sucesivo, el Grupo 
del Golfo), y Cambarellus, que contiene a las especies al sur del Rio Grande 
(denominado aqui como Grupo México). Sin embargo, no se han propuesto caractères 
sinapomôrficos para apoyar estas clasificaciones subgenéricas y no ha sido evaluada 
formalmente una hipôtesis filogenética utilizando caractères moleculares y 
morfolôgicos. Por lo tan to, se propone estimar dicha hipôtesis filogenética para el grupo 
de manera robusta, con un conjunto sôlido de datos moleculares. Como resultado,
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utilizamos este marco filogenético para proponer una taxonomia coherente para el grupo 
y para poner a prueba distintas hipôtesis biogeogrâficas sobre el origen y propagaciôn 
de la subfamilia Cambarellinae.
Cambarinae
Cs. shufeldtii
Cs. diminutus
Cs. puer
Cs. lesliei
Cs. blacki
Cs. schmitti
Cs. ninae
Cs. texan us
Cs. prolixus
Cs. chapalanus
Cs. montezumae
Cs. zempoalensis
Cs. patzcuarensis
Cs. areolalus
Cs. occidentalls
Cs. chihuahuae
Cs. alvarezi
Dirigicambarus
Pandicambarus
Cambarellus
Figura 2. Hipôtesis filogenética y subgéneros basados en caractères 
morfolôgicos de la subfamilia Cambarellinae (género Cambarellus) (Fitzpatrick, 1983).
Adicionalmente, este estudio busca caracterizar los patrones de especiaciôn en la 
subfamilia a través de la historia filogenética de las especies dentro de la subfamilia. 
Los patrones de la diversidad filogenética se ven afectados por sus caracteristicas 
geogrâficas y la historia geolôgica debido a sus efectos sobre la especiaciôn alopâtrica 
(Barraclough y Vogler, 2000). Teniendo en cuenta las caracteristicas geogrâficas 
contrastantes (Figura 1), junto con las historias geolôgicas distintas de los dos grupos de 
Cambarellinae, serân usadas filogenias moleculares reconstruidas para servir de modelo 
de los linajes observados en el tiempo (Lineage Trough Time Plots, LTT), que permitirâ 
poner a prueba la tasa y el patrôn de cambio a través de los linajes (Harvey et al., 1994;
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Nee, 2006; Rabosky, 2007). En este capitulo se ha utilizado nuestra base de datos 
moleculares de la subfamilia Cambarellinae para inferir el tiempo y modo de 
acumulacion de linajes (patrones de especiaciôn menos extinciôn), en primer lugar, para 
identificar los factores biogeogrâficos mâs importantes que han afectado la cladogénesis 
en el grupo, y en segundo lugar para determinar si ha habido patrones contrastantes 
entre los patrones de las tasas de diversificaciôn de ambos componentes geogrâficos, 
definidos como el grupo del Golfo y el grupo de México, como resultado de historias 
biogeogrâficas contrastantes.
El objetivo central de este trabajo es el planteamiento de una hipôtesis 
filogenética robusta como base para; définir las relaciones entre las especies de de la 
subfamilia, poner a prueba hipôtesis taxonômicas y biogeogrâficas y probar hipôtesis 
cladogenéticas en el grupo.
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4.2 M é t o d o s
4.2.1 M uestreo y secuenciaciôn
Fueron colectadas cincuenta muestras cubriendo 14 de las 17 especies a través 
del interval o de distribuciôn de la subfamilia Cambarellinae (Figura 1). Se llevô a cabo 
la identificaciôn taxonômica usando las claves existentes (Hobbs, 1974b). Los dos 
intervalos geogrâficos de la subfamilia fueron cubiertos, a lo largo de la zona Neârtica y 
la zona de Transiciôn de América del Norte, desde la cuenca del rio Misisipi al CVT en 
el centro de México. La mayoria de las especies pudieron ser obtenidas, pero los tejidos 
de las especies con intervalos de distribuciôn muy restringidos y / o habiendo sido 
colectados en un numéro reducido de veces se obtuvieron mediante especimenes de 
museo (Museo Nacional de Historia Natural, Smithsonian Institution) (Tabla 1).
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4. Patrones evolutivos en Cambarellinae
Dado que las filogenias son estimadas con mayor precision mediante un 
muestreo taxonomico amplio, asi como un muestreo extensivo de caractères 
moleculares, se intenté incluir todas las especies de la subfamilia (aunque f al tan 4 
especies) y se colectaron datos de la secuencia de cinco regiones de genes diferentes 
(très mitocondriales y dos nucleares). Se secuenciaron los genes mitocondriales 168 
rARN, 128 rARN y el citocromo oxidasa subunidad I (COI). 8e ha demostrado en 
estudios previos que estos genes brindan una adecuada serial filogenética en crustâceos 
(Toon et al., 2009) y fueron considerados como los mejores para caracterizar la 
variaciôn genética en este grupo. Fueron secuenciado adicionalmente los genes 
nucleares de la unidad ribosomal grande (288) y el gen de la Histona 3 (H3), que 
también han mostrado algunas diferencias entre especies y que son particularmente 
adecuados buenos para discernir las relaciones de alto nivel (Toon et al., 2009).
Las amplificaciones de PCR se hicieron utilizando cebadores especificos para 
cada gen (Cuadro 2) y se llevaron a cabo en 25 reacciones 1 con la siguiente 
composiciôn: Ix tampôn de PCR, 0,5 mM de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 
mM de MgC12, 1 U de Taq polimerasa (Biotools) y alrededor de 50 ng del ADN de la 
muestra. El perfil de térmico para las amplificaciones de PCR fue de 3 min a 94 ° C (un 
ciclo), 30 s a 94 ° C, 30 s en la temperatura de hibridaciôn y 60 s a 72 ° C (30 ciclos), 
seguidos de una extensiôn final de 4 min a 72 ° C. Los productos de PCR fueron 
visualizados en geles de agarosa al 1,0% (Ix TBE) y tenidos con 8YBR-8afe 
(Invitrogen).
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Los fragmentos fueron secuenciados en un analizador ABI 3730XL DNA 
Analyzer. Las secuencias de los diferentes fragmentos se alinearon usando MUSCLE 
(Edgar, 2004). En el caso del gen COI, se siguieron las recomendaciones para detectar 
la posible presencia de nmtDNA para cada secuencia. Estas incluyen la identificaciôn 
de los codones stop, la repeticiôn de la secuencia en una proporciôn de las muestras, la 
observaciôn de sustituciones no sinônimas y de niveles inusuales de divergencia 
genética en muestras de una misma poblaciôn (Buhay, 2009; Song et al., 2008).
4.2.2 Anâlisis filogenéticos
Se llevô a cabo una prueba de homogeneizaciôn en la particiôn de la varianza 
considerando la matriz de datos concatenada, usando PAUP v 4.0b 10 (Swoford 2002), 
la cual encontrô que los anâlisis podian llevarse a cabo con la matriz concatenada, 
particionando por gen y posiciôn de codôn para los fragmentos codificantes (Tabla 2).
Tabla 2. Condiciones de PCR y cebadores utilizados en este estudio para 
amplificar los diferentes fragmentos.
Gene region primers sequence TmCO Reference
COI COIAR GTTGTTATAAAATTHACTGARCCT 48.5 This study
COIBF GCYTCTGCKATTGCYCATGCAGG 48.5 This study
COIBR TGCRTAAATTATACCYAAAGTACC 48 .5 This study
COICF ACCTGCATTTGGRATAGTATCTC 48.5 This study
COICR GA A WYTT Y A ATC ACTTCTG ATTT A 48 .5 This study
COIDF CTGG RATTGTTCATTG ATTTCCT 48.5 This study
ORCOIF AACGCAACGATGATTTTTTTCTAC 48 .5 Taylor y Hardman 2002
ORCOIR GGAATYTCAGMGTAAGTRTG 48.5 Taylor y Hardman 2002
16S 1471 CCTGTTTANCAAAAACAT 46 Crandall y Fitzpatrick 1996
16S-1472 AGATAGAAACCAACCTGG 46 Crandall y Fitzpatrick 1996
12S 12sf GAAACCAGGATTAGATACCC 53 Mokady etal .  1994
12sr TTTCCCGCGAGCGACGGGCG 53 Mokady etal .  1994
28S 2 8 s-rD la CCCSCGTAATTTAAGCATATTA 52 (Whiting, 2002; Whiting et al., 1997)
28s-rD 3b CCYTGAACGGTTTCACGTACT 52 (Whiting, 2002; Whiting et al., 1997)
28s-rD 3a AGTACGTGAAACCGTTCAGG 52 (Whiting, 2002; Whiting et al., 1997)
28s-rD 4b CCTTGGTCCGTGTTTCAAGAC 52 (Whiting, 2002; Whiting et al., 1997)
28 s A GACCCGTCTTGAAGCACG 52 (Whiting, 2002; Whiting et al., 1997)
288 B TCGGAAGGAACCAGCTAC 52 (Whiting, 2002; Whiting et al., 1997)
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H 3 H 3 A F  A TG G C TC G TA CC AA G C AG AC V G C  57 (Colgan er a/., 1998)
H 3 A R  A TA TCCTTRG G CATRATRG TG AC 57 (Colgan era/., 1998)
Las inferencias filogenéticas fueron llevadas a cabo con la matriz concatenada y 
con base en los criterios de Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (BI). 
Adicionaimente se utiiizaron siete especies de de la familia Cambarldae como grupos 
externos: Orconectes virilis, Cambarus brachidactylus, Procambarus clarkii, P. 
acantophorus, P. cubensis„P. acutus y P. toltecae, dos de la familia Astacidae: 
Austropotamobius italicus, Astacus astacus y una de la familia Parastacidae: Cherax 
destructor (Tabla 1 ).
Con la finalidad de identificar el modelo evolutivo de substituciôn nucleotidica 
(Tabla 2), se considéré el Criterio de Informaciôn de Akaike corregido (AICc) y el 
criterio de informaciôn Bayesiana (BIC), estimados mediante el programa jModeltest 
(Posada, 2008). Se construyô un ârbol filogenético siguiendo ML con el programa 
PHYML (Guindon y Gascuel, 2003) y los parâmetros seleccionados por el AICc. Se 
évalué la confianza en ramas por medio de 1.000 replicas de bootstrap no paramétrico 
(Felsenstein, 1985).
La inferencia bayesiana de la filogenia fue implementada en el programa 
MrBayes v. 3.1.2 (Rônquist y Huelsenbeck, 2003), aplicando un procedimiento de 
bùsqueda basada en la Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) en 10 millones de 
generaciones. Se utilizé un esquema de particién por codones y por gen para los 
fragmentes codificantes, con los paramètres recomendados por B1 como asunciones 
previas. La convergencia entre los parâmetros de diferentes corridas simultâneas (4 
cadenas por corrida) fue verificada y la duracién de la corrida fue ajustada de acuerdo a
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la desviacion estândar promedio de las frecuencias de separaciôn, al ser estas menores a 
0.01 (Huelsenbeck y Ronqulst, 2005). La frecuencia de muestreo fue de 100 
generaciones. Se examinaron los resultados y se determine la longitud del periodo de 
“burn-in” entendido como el conjunto de ârbol es previos a la estandarizaciôn del 
logaritmo del Likelihood y a la convergencia, con la ayuda del programa Tracer 1.4.1 
(Rambaut y Drummond, 2007).
La filogenia obtenida en este estudio se comparé con la hipétesis filogenética 
alternativa basada en la morfologia (Fitzpatrick Jr., 1983), que postula los subgéneros 
Dirigicambarus, Pandicambarus y Cambarellus. Dado que el subgénero Cambarellus 
fue recuperado como monofilético en este estudio, la monofilia de Dirigicambarus y 
Pandicambarus se puso a prueba con respecto a la topologia obtenida en este estudio, al 
modificar el ârbol original de ML en Mesquite (Maddison y Maddison, 2009) para 
producir constricciones coherente con la hipétesis morfolégica alternativa. La 
congruencia con esta topologia alternativa fue evaluada a posteriori por medio de la 
prueba Shimodaira-Hasegawa (SH) (Shimodaira y Hasegawa, 1999) utilizando 50.000 
repeticiones de bootstrap RELL como se implementa en TreeFinder (Jobb, 2008). 
Ademâs, esta topologia alternativa fue probada usando un enfoque bayesiano, al 
encontrar el numéro de ârboles en el conjunto de topologias de ârbol es de B1 que mostré 
uno de los dos subgéneros como monofilético, lo que significaria que el anâlisis 
bayesiano no pueden excluir monofilia. Para ello, se filtraron las topologias bayesianas 
después del “burn-in” con la topologia de restriccién en el programa PAUP * 
(Swofford, 1998).
165
4. Patrones évolu tives en Cambarellinae
4.2.3 Datacion de las divergencias
Con el fin de proponer un marco temporal adecuado en el que los procesos de 
divergencia filogenética se habrian llevado a cabo, se ha estimado la edad media de los 
nodos y los intervalos definidos por el 95% de la densidad posterior (HPD), utilizando 
métodos bayesianos de reloj molecular relajado (Drummond et al., 2006), tal como se 
api ica en el programa BEAST ver. 1.5.3. En este método, las pruebas de hipétesis 
evolutivas no estân condicionadas a una topologia de ârbol, lo que permite la evaluacién 
simultânea de la topologia y los tiempos de divergencia, incorporando un contexto 
metodolégico de incertidumbre en ambas estimaciones. Se especifico un prior basado 
en un proceso “Yule” al ser éste mâs apropiado cuando se pretenden inferir relaciones 
jerârquicas y se considéré un submuestreo que incluyera représentantes de cada linaje 
evolutivo para evitar una sobrerrepresentacién de ciertos linajes con un muestreo mâs 
extensivo. Se aplicé el modelo éptimo de particién de datos y de sustitucién de ADN 
identificado para cada gen (COI, 16S, 12S, 28S y H3) y para las posiciones de codén 
para el COI. Un reloj molecular relajado no correlacionado y de distribucién lognormal 
se aplicé como modelo de variacién a través de las ramas, y la pertinencia de una 
estimacién relajada se comprobé después de verificar que la distribucién del coeficiente 
de variacién fue mayor a 1. Se utilizé un sistema de calibracién basado en las tasas de 
mutacién del COI y el I6S, ya que suele proporcionar una estimacién mâs adecuada de 
las divergencias, como ha sido documentado en previos con crustâceos (Breinholt et al., 
2009; Porter et al., 2005). Como representacién de estas tasas de sustitucién, se 
considéré un intervalo que incluyera los extremos de los valores registrados, que se 
extienden de 0,23 a 1,1% por millén de anos (PMY) para el 16S (Cunningham et al., 
1992; Stillman y Reeb, 2001) y 0,7-1,3% PMY para el COI (Cook et al., 2008;
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Knowlton y Weigt, 1998; Knowlton et al., 1993). Estos parâmetros fueron introducidos 
como distribuciones previas uniformes, ya que no bay pruebas que justifiquen una 
distribucién especifica de las tasas en nuestros datos, evitando asi la introduccién de 
cualquier sesgo adicional a los valores de las tasas asumidos. Teniendo en cuenta la 
distribucién geogrâfica del género, se incluyé también una calibracién basada en 
informacién geolégica, correspondiente con el levantamiento del CVT, que comenzé 
alrededor de hace 12 millones de anos (Mya) (Ferrari et al., 1999). Esta edad se fijé 
como mâximo para el ancestro com un mâs reciente (MRCA) de las especies mexicanas. 
Adicionaimente, se incluyé una calibracién fésil en dos puntos, en la forma de una edad 
minima y considerar tanto los fésiles mâs antiguos del género Procambarus [52,6-53,4 
Mya, (Feldmann et al., 1981)1 como los fésiles mâs antiguos de cangrejos de rio de 
Asia, Astacus licenti [144-159 Mya, (Van Straelen, 1928)f Monofilia no fue asumida 
en ningun nodo. El anâlisis se ejecuté en 20 millones de generaciones con una 
frecuencia de muestreo de 2000 generaciones. Los parâmetros de ejecucién se 
monitorearon usando el programa Tracer ver. 1.4.1 hasta que todos los tamanos de 
muestra efectiva (SEE) fueron mayores de 200 asi como la determinacién del “burn-in” 
adecuado. Dos millones de generaciones fueron descartados antes de del anâlisis de los 
parâmetros y cuatro corridas independientes fueron implementadas para garantizar que 
los valores habian convergido en estimaciones similares.
4.2.4 Patrones de diversificacion en la subfamilia
Un segundo objetivo de este estudio fue describir los patrones de cladogénesis 
implicados en la historia evolutiva y probar si diferentes historias biogeogrâficas 
podrfan dar lugar a patrones cladogenéticos contrastantes. Los cambios en las tasas de
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nacimiento y muerte de linajes pueden dejar huellas distintivas en las filogenias, dando 
lugar a desviaciones de la linealidad en los LTT semi-logaritmicos (Harvey et al., 1994; 
Rabosky, 2007). Se compararon las tasas de diversificacion de las filogenias 
reconstruidas de la subfamilia entera y de los dos cl ados principales contenidos en ella, 
con respecto a diferentes modelos nulos. Para proporcionar una indicaciôn de las tasas 
de diversificacion en cada caso, se generô un LTT logaritmico utilizando el paquete 
LASER version 2.2 (Rabosky, 2006). El LTT se generô a partir del ârbol de mâxima 
credibilidad resultado del anâlisis de BEAST, después de excluir los grupos externos y 
vol ver a enraizar usando TreeEdit vl .OalO (Rambaut y Charleston, 2002). La edad de la 
raiz fue ajustada a la observada en los anâlisis de datacion. Como se ha documentado 
previamente, eventos de extinciôn temprana en la historia cladogenética pueden afectar 
los patrones de cladogénesis en filogenias reconstruidas (Rabosky y Lovette, 2008), por 
lo que los LTT fueron comparados a modelos nulos de tasa de diversificacion constante 
siguiendo diferentes escenarios de extinciôn (m/g = tasa de extinciôn, = 0; 0,2; 0,5 y 
0,9; g = tasa de nacimiento, = 0,2; m = tasa de mortalidad, = variable). Estas 
distribuciones fueron generadas por simulaciones usando Cadenas de Markov 
Montecarlo con ayuda del programa Phyl-O-Gen 1.1 (Rambaut, 2002). Para tener en 
cuenta para el muestreo incompleto, se considéré la falta de 4 especies en este estudio, 
de un total de 17 especies reconocidas para la subfamilia (23,5%). 9.000 filogenias 
fueron generadas por cada tasa de extinciôn probada, para una diversidad base de 121 
terminales y posteriormente podadas al azar hasta 98, reflejando nuestro muestreo.
Para probar si existia una desviacién significativa de la hipétesis nula de 
velocidad en la tasa de cladogénesis, se comparé el valor observado de AAICr^  de 
nuestros datos con los de los diferentes escenarios nulos. De esta manera, se puso a
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prueba la hipétesis nula de no existencia de cambio en la tasa en comparacién con la de 
cambio en la tasa de diversificacién, usando un enfoque de ML implementado en el 
paquete LASER versién 2.2 (Rabosky, 2006). La prueba estadistica para la constancia 
en la tasa de diversificacién se calcula por la expresién: AAICr^ = AAICrc “ AAIC^y, 
donde AIC^^ es el valor del Criterio de Informacién de Akaike para el modelo que 
mejor se ajusta a la diversificacién constante, y AICRv es el AIC para el modelo que 
mejor se ajusta a una tasa de diversificacién variable. Por lo tanto, un valor positivo de 
AAICrc indica que los datos son mejor explicados por un modelo de tasa variable. Se 
probaron cuatro modelos diferentes, de los cuales dos se basan en una tasa constante y 
dos en una tasa variable: 1) un modelo con una tasa de nacimiento constante lel proceso 
de Yule, (Yule, 1925)1 con un parâmetro X y |Li igual a cero; 2) un modelo constante de 
natal idad y muerte, con dos parâmetros. A, y p.; 3) un modelo de nacimiento puro con 
tasa variable, donde la tasa de especiacién Al cambia a A2 en el tiempo ts, con très 
parâmetros (Al, A.2, ts), 4) similar al modelo 3 pero con dos puntos de cambio y très 
tasas de especiacién diferentes (cinco parâmetros).
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4 .3  R e s u l t a d o s
4.3.1 Filogenia
Fueron secuenciados très fragmentes mitocondriales [16S (519 bps), 125 (365 
bps) y COI (1527 bps)| y dos nucleates (285 1100 bps y H3 322 bps), acumulando 3833 
caractères (2411 mitocondriales y 1422 nucleates). 5e encontraron secuencias tipo COI 
(pseudogenes) en siete casos, mismos que fueron identificados por la presencia de uno o 
varios codones stops en la secuencia y un nivel inusual de divergencia, lo que afectaba 
su posicion en anâlisis filogenéticos preliminares con respecto a individuos de la misma 
poblacion. Estas secuencias fueron retiradas de la matriz del COI y por lo tanto no 
consideradas en ningun anâlisis. Como se ha reportado previamente (Buhay, 2009), 
cuando se trabaja con secuencias de COI en cangrejos de rio tienen que ser 
cuidadosamente evaluadas para garanti zar su homologia.
El fragmente COI fue el fragmente mâs variable, seguido del 125 y 165 (sitios 
variables: COI = 530, 165 = 199, 125 = 143; sitios informativos (PI ): COI = 430, 165 = 
121, 125 = 80). Como esperado, los fragmentes nucleates fueron mâs conservatives 
(sitios variables para el conjunto de la informaciôn mitocondrial = 1187, PI = 783; para 
el conjunto nuclear, sitios variables = 244, PI = 64). Los datos combinados mostraron 
1.431 sitios variables (~ 37%), y 847 PI (~ 22%).
Las topologias recuperadas por los métodos ML y BI fueron similares (Figura 
3), aunque algunas discrepancias se pueden encontrar en los arreglos de algunos taxones 
terminales y en las relaciones entre los géneros usados como grupo externo, 
principalmente en relaciôn con las posiciones de los géneros de la familia Cambaridae. 
Ambas topologias mostraron valores altos de soporte para un cl ado que contenia todos
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los Cambarellus analizados, lo cual apoya su carâcter monofilético. Dentro de este 
grupo se obtuvieron dos linajes divergentes que corresponden a las dos areas 
geogrâficas del género. El Linaje 1 incluyé las especies del grupo mexicano, coïncidente 
con CVT de México, aunque no mostrô altos valores de soporte en el anâlisis de ML. El 
Linaje II estuvo integrado por el Grupo del Golfo, que contiene las especies que se 
distribuyen en los Estados Unidos.
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Figura. 3. Ârbol filogenético de Cambarellus basado en très fragmento 
mitocondriales y dos nucleares. Los valores de soporte se indican en cada nodo, de 
bootstrap (arriba) y probabilidades posteriores (debajo). * indica valores >95, ** 85-94 
y *** 75-84 para los anâlisis de ML.
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Las pruebas de topologia rechazaron la hipôtesis nula de una explicaclôn 
igualmente posible para los topologias con y sin restricciones. La topologia obtenida en 
este estudio mostrô un valor de Likelihood significativamente mejor que el de la 
agrupaciôn monofilética del subgénero Pandicambarus, como lo indica la prueba de 
Shimodaira-Hasegawa (L = 27.483,1 y L = 27.546,1, respectivamente, P = 0,001). Del 
total de 9.900 ârboles, no se encontrô ninguna coincidencia topolôgica en las busquedas 
de MCMC, lo que significa que la inferencia bayesiana no apoyô la monofilia de 
Pandicambarus.
En general, las especies fueron bien recuperadas como grupos monofiléticos 
para la mayoria de las incluidas en el Grupo del Golfo, pero una situaciôn diferente se 
presentô para el Grupo México (Figura 3). Los clados soportados por los anâlisis 
filogenéticos tienen una concordancia geogrâfica, apoyando la hipôtesis de que los 
acontecimientos geogrâficos podrian haber sido factores importantes para la 
cladogénesis en el género, especialmente con respecto a las caracteristicas geogrâficas 
del CVT. La estructuraciôn filogenética entre los taxa mexicanos no apoyô la monofilia 
de algunas de las especies actualmente reconocidas dado que los clados bien soportados 
incluyeron représentantes de varias especies y estas especies por tanto no formaron 
conjuntos monofiléticos.
Se observaron bajos niveles de divergencia con el fragmento 168 entre los taxa 
(Tabla 3). Las divergencias obtenidas entre los que figuran en el Linaje II fueron 
superiores a las del Linaje I. Las divergencias médias, considerando el modelo de ML 
dentro del Linaje I fue D^ky = 1.18 y dentro del Linaje II fue Dhky = 4.13.
173
à  s
a
g g
3
II
?
s O  J i k  N )  “  O
Q\ — L/J
00 —  
N) —
'O 00 —
s  — fe
b
LA ^  0 \  —  O J O O L n V O L U N J
KJ ^ .J VO
I
H
I
u >
SO o
Os O oGi sO Os sO LA U)
3 l3 O vo
0\ bs ü^ i s 8
LA N LA hJ
vO \0  ^  ^  L/1 '*>4 —'
ON — so 00
Os so S> N>
so 00 '-J '-J ON 00 '«J
Lj 4:». L/) Lj \0  o  sO
LA LA LJ W ON LA —
N) _ K>
Zj ON (jJ ^
0
1
so
0
1
-P^
oc N> 00 00 
sO Os — SO
\0 4^ O <Z>
— ^  00 00 ON
—  —  00 00 
^  ^
% NO 00
so 4:^ . LA 00 00
LA N) N) SO LA
00 LA 
U> ON
so
^  so so LA
so C) Lü
os 00 00 00
K> K) N> N)
LA 00 sO bs On ON
LA ~4 ^  W "4 00
SO 00 On GJ —
L*J N) LD UJ
S ;
00 Os Os o  
N> K) LA sO
LA g  ^  g
4i. ON 4:». 4;^
N J —  N i  ts^  L>J N i  N i
00 SO OC 00
N i L A  — Ui — L A O O L A
Ni Ni  — Ni ^
—  O N > S > O N J “ "i^ b b o N > b o “ bob
— — vO+.'OUiNJW
Ui w b\ G\ L/l w
w  w  
^ lo u3
.p. NJ N> W
O O C O i Ô  — C i N > < 7 i ^
00 \0 ^ 00 H*
I
g
I
§•
È
l
;
I
Vb
if
i
S
O
3
n
I
c r
g ;
4ii. y \ 
LA SO
N i N i N i N i N i  — N J N )
Ni ^  — Os 00
ë o K ë 3
2 è: 25 bi iy g LU t 5 S
00 00 
9
-4  00 00 00
Lj 4i. g
N i N i N i V J N i N i N i N )
, . LO Lü  LU LU Lü
^ N i L U N i h U  —  —  ^
^ ^ ^ h S æ ^
ü3 ^ ON
Ni SO ON-J  On 00 -4
— O  
Ni  ^
P 9 -— ON
K
ill
2 :  g f i-Il
I
I
Vi
l
(*
g-
4. Patrones evolutivos en Cambarellinae
El linaje I incluyo dos clados compuestos a su vez por varios grupos altamente 
soportados por los anâlisis de ML y BI, ademâs de mostrar una congruencia geogrâfica. 
Se observé cierta superposiciôn entre los dos clados, principalmente a lo largo de la 
cuenca del Lerma. El Clado A incluyo très grupos, el Grupo 1, que agrupo las 
poblaciones de la cuenca de Cuitzeo y Medio Lerma y morfolôgicamente asignado a Cs. 
montezumae. Cs. zempoalensis de la local idad tipo se coloca dentro de este linaje. Cs. 
patzcuarensis de las cuencas de Pâtzcuaro y Zirahuén conforma el Grupo 2, y fueron el 
clado hermano de Grupo I. Un linaje mâs divergente se récupéré incluyendo a la 
poblacion de La Mintzita, geogrâficamente cercana a la cuenca de Cuitzeo.
De forma similar, las relaciones dentro del Clado B mostraron una al ta 
correspondencia geogrâfica. Varios grupos se pudieron définir, con base en el anâlisis 
de ML y BI. El Grupo 4 estâ conformado por las poblaciones de la cuenca de Chapala y 
sus afluentes (rio Duero), asi como sus cuencas vecinas, Cotija y Zapotlân. Este grupo 
figura el morfotipo asignado a Cs. chapalanus. Cs. prolixus, endémica a las condiciones 
de cierta profundidad del lago de Chapala figura también en este grupo. En el Grupo 5 
figuran las poblaciones del rio Ameca. El Grupo 6 se compuso por la poblacion de 
Zacapu. El Grupo 7 incluyo las poblaciones del extremo este de la distribucién del 
género en el CVT, con las poblaciones de Xochimilco (localidad tipo de Cs. 
Montezumae) y del lago crâter de Quechulac en el la parte alta del rio Lerma. El Grupo 
8 se compone de dos poblaciones de la margen norte de la cuenca media del Lerma y el 
Grupo 9 de las poblaciones de las cuencas de los rios Santiago y Magdalena, al oeste del 
CVT.
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Las relaciones dentro del Clado II también muestran una estructuraciôn que en 
cierta medida se corresponde con la distribucién geogrâfica de las especies. Cs. 
diminutus constituyé el linaje mâs divergente, mientras que varios sub-clados se 
recuperaron con un alto soporte en el anâlisis de ML y de probabilidades posteriores con 
BI, estructura que se corresponde con un patrén de divergencia oeste a este. Un clado 
agrupa a la mayoria de las especies de las regiones Central y del Este de la Costa del 
Golfo (CEG), con excepcién de Cs. diminutus, y agrupa a très especies. Las poblaciones 
de Cs. shufeldtii de la cuenca del rio Mississippi, conforman un grupo monofilético, 
mientras que Cs. lesliei y Cs. schmitti se agrupan en un clado hermano de éste, 
cobertura geogrâficamente cubriendo el extremo oriental de la distribucién del género 
en el Grupo del Golfo, desde la Bahia de Mobile, Alabama hasta el rio Swuanee, 
Florida. Un grupo similar se observa en el otro clado del Grupo del Golfo, conformado 
por las poblaciones de la costa oeste del Golfo (WG), donde Cs. puer se récupéré como 
un grupo hermano de Cs. texanus y Cs. ninae que se recuperan por separado.
4.3.2 Patrones de diversificacion y  datacion
Las edades del anâlisis de datacién se recuperaron con coherencia entre las 
repeticiones (Figura 4). La edad de la raiz del ârbol fue de 150,9 millones de anos, lo 
que corresponde a la separaciôn del género Cambaroides proveniente de Asia del resto 
de grupos, lo que es coherente con su posicién basai para el resto de Astacidae, como se 
ha observado en estudios previos (Breinholt et al., 2009). El tiempo de separaciôn para 
la familia Astacidae fue fechado en 110,87 millones de anos (95% densidad posterior 
[HPD], intervalo: 82.9 - 141.5 Ma). Se estima una edad de 44,3 millones de anos para el 
MRCA del clado que contiene a la subfamilia Cambarellinae (31,6-57,7 Ma, 95% 
HPD). El TMRCA de las terminales incluidas en el Grupo del Golfo fue de 25.7
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millones de anos (14,9 - 37,4 Ma, 95% HPD). El TMRCA de los dos linajes del Grupo 
del Golfo es de 16.1 millones de anos (9,4 - 23,0 Ma, 95% HPD). El ancestro comûn 
mâs reciente del Grupo Mexico fue fechado en 10,82 Ma (8,4 a 12 Ma, 95% HPD).
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Figura. 4. Péchas de cladogénesis inferidas para la subfamilia Cambarellinae. 
Las edades médias se indican en cada nodo (Ma). Los puntos negros indican los nodos 
usados para la calibracién (el fésil mâs antiguo de Astacidea y del género 
Procambarus) .
177
4. Patrones evolutivos en Cambarellinae
Los valores del logaritmo del Likelihood asumiendo un reloj molecular forzado 
no forzado fueron -13.953 y -13.827, respectivamente. Dado que el LRT rechazo la 
hipôtesis nula de un reloj molecular global (%^  252, P = 0,001), no se encontrô evidencia 
que soporte que las secuencias analizadas evolucionan a un ritmo homogéneo a lo largo 
de todas las ramas y se procediô a utilizar un reloj molecular relajado (Figura 4). El 
intervalo de las tasas de sustitucién para estimar las fechas de divergencia proporcioné 
un amplio intervalo de edades posibles, por lo que estas fechas no deben considerarse 
como datos puntuales.
Los grâficos de LTT muestran la acumulacién temporal de los linajes en un 
clado e indican que la subfamilia Cambarellinae no ha seguido un modelo constante de 
diversificacién durante su historia evolutiva, como lo muestra el anâlisis de LTT de la 
subfamilia compléta (incluidos los grupos del Golfo y de México, ver Figura 5). Los 
modelos de LTTs de tasas de diversificacién variables recibieron valores mâs bajas de 
A ie  (es decir, un mejor ajuste) que el mejor modelo de tasa constante (modelo de 
nacimiento puro) para ambos anâlisis. El modelo de Yule con dos tasas distintas y el 
modelo de especiacién dependiente de la densidad (DD) recibieron los valores de AIC 
mâs bajos entre los modelos probados para la subfamilia Cambarellinae y el Clado I 
respectivamente, y por lo tanto fueron seleccionados como los modelos que mejor se 
ajustaron a cada caso.
El anâlisis de LTT révélé notables diferencias entre el patrén de diversificacién 
de la subfamilia entera y del Grupo México (Figura 5). El estadistico para la tasa de 
diversificacién constante AAICRc fue de 1,148 para la subfamilia entera y 9.404 para el 
Grupo México, lo que indica que los datos se ajustaron mejor a un modelo de tasa de 
diversificacién variable en ambos casos. Las pruebas de bondad de ajuste indicaron que
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el valor medio del LTT Bayesiano de la subfamilia Cambarellinae no fue 
significativamente diferente del esperado en ninguno de los modelos de diversificacion 
constante simulados, asumiendo tasas de extinciôn de 0; 0,2; 0,5 y 0,9 (P = 0,253; 
0,163; 0,110 y 0,090 respectivamente). Sin embargo, el valor del LTT del Grupo 
México fue significativamente mayor que el valor critico encontrado en los diferentes 
modelos de simulaciôn de tasa constante considerando un muestreo incompleto (para las 
tasas de extinciôn = 0; 0,2; 0,5 y 0,9 se obtuvieron los valores de P = 0; 0,109; 0,003; 
<0,000 y <0,000, respectivamente). Estos resultados se pueden interpretar como 
evidencia de que hay una senal de la diversificaciôn bajo el modelo de DD de 
especiaciôn para el Grupo Mexico.
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Figura 5. LTT de la familia Cambarellinae (circulos abiertos) y del linaje I (circulos en 
gris). La escala del LTT se muestra invertida, ya que cuenta el tiempo transcurrido 
desde el MRCA de la subfamilia.
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4 .4  D is c u s iô n
4.4.1 Relaciones filogenéticas
El estudio molecular de la subfamilia Cambarellinae ha corroborado su 
monofilia, previamente propuesta por la evidencia morfologica (Fitzpatrick Jr, 1983). 
La combinaciôn de marcadores mitocondriales y nucleares proporcionaron la 
informaciôn necesaria para resolver las relaciones entre los clados con alto soporte, 
llamados aqui el Grupo del Golfo y el Grupo México, asi como clados y subgrupos 
incluidos (ver Figura 3). Una menor resoluciôn se observa en la base del Grupo México, 
donde varios clados no recibieron soporte para todos los anâlisis. Esta politomia podria 
deberse a la falta de resoluciôn en la base de este linaje, y puede ser explicado por un 
muestreo inadecuado o una desviaciôn en la composiciôn de las bases nitrogenadas 
(Walsh et al., 1999). También es posible, que dicho patrôn pueda estar relacionado con 
las caracteristicas evolutivas del grupo, como una aceleraciôn de las tasas de 
especiaciôn en cortos periodos de tiempo (Slowinski, 2001). El muestreo de especies en 
este estudio no es completo, y cuatro especies todavia no se han anadido al anâlisis 
filogenético. En cuanto al Grupo del Golfo, Cs. blacki, rara vez ha sido colectado y no 
pudo ser amplificado a partir del tejido de museo disponible. Del Grupo México, Cs. 
chihuahuae, Cs. areolatus y Cs. alvarezi casi no tienen registros de la colecciôn y sus 
poblaciones se encuentran actualmente en grave peligro o posiblemente extintas, ya que 
no se encontraron individuos en los intentos de colecta llevados a cabo, situaciôn 
posiblemente debida a una desecaciôn compléta del hâbitat o su alteraciôn, alteraciones 
reportadas anteriormente (Contreras-Balderas y Lozano-Vilano, 1996; Rodriguez- 
Almaraz y Campos, 1994). Su inclusiôn podria proporcionar informaciôn valiosa sobre
180
4. Patrones evolutivos en Cambarellinae
las relaciones filogenéticas dentro de la subfamilia, especialmente entre los dos Grupos 
Geogrâficos y filogenéticos definidos en este estudio.
Varias diferencias se pueden encontrar entre las relaciones filogenéticas 
observadas en este trabajo y las de la hipôtesis previa (Fitzpatrick Jr, 1983). Numerosos 
conceptos de especies han sido propuestos y cada uno enfatiza diferentes aspectos para 
la delimitaciôn de las especies. Esto ha llevado a conclusiones diferentes sobre sus 
limites y el numéro de especies reconocidas en muchos grupos. Un “concepto unificado 
de especie” da especial importancia a un elemento comun encontrado en muchos otros, 
que es la separaciôn de especies por linajes evolutivos distintos (De Queiroz, 2007). 
Este concepto unificado también permite el uso de diversas lineas de evidencia para 
probar los limites de las especies [por ejemplo, monofilia en uno o varios loci de ADN, 
distinciôn morfolôgica o ecolôgica, etc. (De Queiroz, 2007; Sites Jr. y Marshall, 2004)1 
y es el concepto de especie que seguimos en este estudio.
En primer lugar, las relaciones entre las especies del Grupo del Golfo no son 
congruentes con varias de las hipôtesis basadas en morfologia. Aunque las especies 
general mente son bien recuperadas como monofiléticas, sus relaciones no son 
congruentes. Como se desprende de las pruebas de topologia realizadas en este estudio, 
la monofilia de los dos subgéneros del Grupo del Golfo no se ha corroborado. En vez de 
ello, el subgénero Dirigicambarus (compuesto por Cs. shufeldtii) se récupéra como un 
grupo hermano de un clado que contiene a Cs. lesliei y Cs. schmitti. Esto dejaria al 
subgénero Pandicambarus como parafilético, en ultima instancia cuestionando su 
validez. El mantenimiento del subgénero Dirigicambarus para Cs. shufeldtii también 
podria ser cuestionada, ya que no hay pruebas filogenéticas y de divergencia que le de 
soporte, senalando que la distintiva morfologia genital en esta especie podria ser el
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resultado de procesos de dériva o seleccion. Un punto en comun es la consideraciôn de 
Cs. shufeldtii como poseedora de caractères derivados en lugar de un représentante de 
estados plesiomorficos. Los resultados filogenéticos en este trabajo también estân de 
acuerdo con la posicion de Cs. diminutus, que muestra estados de carâcter 
plesiomorficos para el Grupo del Golfo. La anterior propuesta respecto a sus 
caracteristicas morfolôgicas singulares (mencionadas en Fitzpatrick Jr, 1983) es 
coherente con la hipôtesis filogenética de este estudio.
La estructura filogenética tiene una correspondencia geogrâfica para el Grupo 
México. Dos clados diferentes se pueden encontrar dentro de este grupo con cierto 
grado de superposiciôn geogrâfica, principalmente a lo largo de la cuenca del rio Lerma, 
centro de México. El Clado A contiene las poblaciones de la parte media del Rio Lerma, 
diferentes cuencas lacustres cerradas y la cuenca del Lago de Cuitzeo (Tabla 1, Figura 
1), mientras que algunos grupos se identifican en el Clado B, conformado por varias 
poblaciones de la cuenca baja y media del Lerma y cuencas vecinas. Este patrôn podria 
ser el resultado de diferentes historias demogrâficas recientes en ambos linajes.
La observaciôn de una estructuraciôn geogrâfica de los clados apoya la hipôtesis 
de que la cladogénesis en el grupo se ha visto influida por la historia geolôgica. Esta es 
posiblemente la razôn por la cual algunas especies reconocidas no se recuperan como 
monofiléticas, tal es el caso de Cs. montezumae, Cs. zempoalensis y C5. prolixus, 
citadas en varias cuencas fluviales, o en simpatria con sus parientes mâs cercanos. Cs. 
montezumae fue asignado aqui en el grupo 7, en el Clado B, donde figuran poblaciones 
cerca de la local idad tipo y de la misma cuenca (Xochimilco, Valle de México), incluida 
la poblaciôn mâs oriental de género en la CVT, el lago del crâter de Quechulac. Otras 
poblaciones morfolôgicamente asignadas a Cs. montezumae procedentes de la cuenca de
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Cuitzeo y Medio Lerma se concentran en el Clado A y forman un grupo parafilético y 
heterogéneo. Dado que Cs. zempoalensis se récupéra dentro de este grupo, estos 
resultados no estân de acuerdo con la idea de que los sistemas de Zempoala y el Valle 
de México debe ser considerado regiones altamente similares (Doadrio y Dommguez, 
2004), y es congruente con un escenario résultante de cierto grado de aislamiento 
anterior en la historia de la frontera de alto Lerma-Balsas. Cs. prolixus se incluyo dentro 
de la mayor variacién genética de Cs. chapalanus, y los anâlisis filogenéticos no apoyan 
su consideraciôn como una especie diferente. Sin embargo, la distintiva morfologia de 
Cs. prolixus sugiere un proceso muy reciente de la divergencia entre esta especie y Cs. 
chapalanus que puede no estar siendo detectado por los marcadores genéticos utilizado 
aqui (ver Crandall et al., 2000, respecto al debate sobre la importancia relativa de los 
marcadores genéticos neutrales frente a las diferencias morfolôgicas seleccionadas en 
estudios de especies).
Un aumento en la tasa de especiaciôn, tal como el que a menudo se asocia a la 
primera etapa de una radiaciôn adaptativa, se espera que resuite en un aumento 
repentino significativo en la tasa de diversificaciôn (Crisp et al., 2004; Rabosky, 2007; 
Turgeon et al., 2005). En este estudio se observa una desviaciôn significativa frente a un 
modelo constante de la tasa de especiaciôn en el Grupo México. Este patrôn de 
radiaciôn coincide temporal mente con la formaciôn del CVT, una regiôn geolôgica que 
se ha propuesto, ha afectado la cladogénesis de grupos muy diferentes de organismos 
dulceacuicolas (Mateos et al, 2002; Ornelas-Garcia et al, 2008). Los patrones de 
especiaciôn en Cambarellus parecen estar estrechamente relacionadas a su formaciôn, 
asi como a los fenômenos climâticos en el centro de México, y la mayoria de las 
cladogénesis parecen ser el resultado de los eventos vicariantes.
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Las razones para el aumento observado en la tasa de especiaciôn en el Grupo México 
pueden estar relacionadas al desarrollo de una de las grandes cadenas de montanas 
subtropicales del mundo, limitado por très cordilleras volcânicas (NE: Sierra Madré 
Oriental; NW: Sierra Madré Occidental; y S: CVT), que ha influido en muchos patrones 
cladogenético y por lo tanto, en las distribuciones de organismos de agua dulce (Miller 
y Smith, 1986a). Esta compleja historia geolôgica es el resultado de acontecimientos 
orogénicos acaecidos en la regiôn desde el Mioceno (Ferrari et al., 2000b) y se puede 
asociar con capturas de rios, formaciôn de las cuencas endorreicas y otras 
modificaciones en las cuencas que probablemente han permitido la dispersiôn y ha 
resultado en el aislamiento y la especiaciôn de un numéro de los grupos de agua dulce 
de México (Barbour, 1973a; Barbour, 1973b; Doadrio y Dommguez, 2004; Echelle et 
al., 2005b; Webb et al., 2004). Todas estas Imeas de evidencia geolôgica indican que el 
intervalo geogrâfico histôrico de Cambarellinae en México y el sureste de los Estados 
Unidos ha cambiado drâsticamente con el tiempo. Aunque las capas de hielo continental 
durante la glaciaciôn del Pleistoceno en América del Norte nunca se extendieron a la 
zona de estudio, estas glaciaciones pudieron tener profundos efectos indirectos en las 
faunas de agua dulce en México y son la hipôtesis han permitido la dispersiôn por 
medio de capturas de rio, inundaciones locales interiores, han conectado diferentes 
cuencas debido a la disminuciôn del nivel del mar durante el Neogeno superior (Conner 
y Suttkus, 1986). Si se asume que las preferencias de hâbitat y las tolerancias 
ambientales de las especies de Cambarellinae han diferido poco en el tiempo, podemos 
esperar que sus vias de dispersiôn han estado limitadas (en comparaciôn con otros 
grupos como el género Procambarus, mâs asociados a hâbitats de arroyos o de rios) a 
hâbitats lacustres o ambientes lénticos, que han sido objeto de grandes cambios debido a
las oscilaciones climâticas.
4.4.2 Biogeografia y patrones cladogenéticos
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Uno de los problemas de los estudios biogeogrâficos y de especiaciôn es que la 
distribuciôn actual de las especies puede no ser necesariamente un indicador fiable de 
los intervalos de distribuciôn histôricos (Losos y Glor, 2003). Nuestros resultados 
filogenéticos y de dataciôn apoyan la hipôtesis biogeogrâfica a gran escala propuesta 
para la fauna de cambâridos. En ésta, la parte sureste de los Estados Unidos se postula 
como centro de origen y diversificaciôn de la familia en América del Norte (Hobbs, 
1969, 1981). Considerando esto junto con la variaciôn morfolôgica observada, se ha 
postulado un origen para la subfamilia en la parte sureste de los Estados Unidos 
(Fitzpatrick Jr, 1983), concretamente un ancestro proto-Cambarellinae se encontraria en 
algün lugar de la parte baja del présente rio Mississippi, antes del Mioceno. Debido a la 
edad de la divisiôn geogrâfica entre ambos grupos y a la complejidad que la historia 
orogénica del sudeste de América del Norte ha experimentado desde entonces, muy 
posiblemente la asignaciôn de una distribuciôn ancestral del MRCA de Cambarellinae 
no séria exacta. Sin embargo, sobre la base de la estructura cladogenética observada, 
parece razonable postular una zona situada en la actual parte occidental del Golfo, 
posiblemente asociadas a las tierras altas del sistema orogrâfico Ouachita, entonces ya 
formada. Esta hipôtesis tendrfa que permitir el acceso posterior a la regiôn que 
posteriormente diera lugar al sur de las Planicies Altas del Sur, desde donde una 
conexiôn histôrica se ha observado con la parte norte de la meseta central de México, 
que es la parte sur de Sistema “Range y Basin System”(Miller y Smith, 1986b; 
Schônhuth et al., 2008).
Nuestros resultados muestra que el MRCA para Cambarellinae existiô en el 
Eoceno, Mya -  44,3 (31,2 - 57,74 Ma). Un acontecimiento biogeogrâfico singular
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puede deducirse de este estudio, relacionado con la separaciôn de ambos Grupos, lo que 
podria estar relacionado con el limite Eoceno-Oligoceno, una transiciôn que se ha 
documentado afectô fuertemente a los habitantes terrestres, mari nos y de agua dulce, 
como lo demuestran las extinciones significativas y modificaciones en la estructura en 
una amplia gama de grupos, documentadas en el registro fôsil (McKinney et al., 1992; 
Thomas, 1992). Estos eventos cladogenéticos se han asociado a una época de cambio 
climâtico global relacionado con el fuerte aumento en las temperaturas que 
presumiblemente podria afectar a la diversificaciôn de linajes en los grupos de agua 
dulce, como la familia de peces Centrarchidae (Cerca et al., 2005). Ademâs, este evento 
parece coherente con el patrôn de extinciôn y nacimiento de linajes visto en el norte de 
registro fôsil de los peces de agua dulce de América (Cavender, 1986). En este caso, la 
formaciôn de la Fall a de Rio Grande podria tener efectos vicari antes de los antepasados 
de ambos Grupos.
Como resultado de este estudio, es posible postular que los acontecimientos 
vicari antes que con posterioridad se dieron en ambos Grupos, se relacionaron con el 
cambio en las barreras geogrâficas y del clima, mientras que los eventos de dispersiôn 
de algunas especies son responsables de las distribuciones mâs amplio observadas en la 
actual idad, mientras que los espacios no ocupados hoy en dia, estarian relacionados con 
periodos de extinciôn. Si bien estos eventos biogeogrâficos estân présentes en ambos 
Grupos, los escenarios propuestos son contrastantes y aqui se explican algunas de sus 
posibilidades, inferidas a partir de la congruencia en el tiempo de eventos 
cladogenéticos.
Las cladogénesis de las especies en cada componente geogrâfico se explican 
mejor por un mecanismo de especiaciôn alopâtrica, porque no se observa superposiciôn
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entre taxa hermanos en Cambarellus (Barraclough y Vogler, 2000). La estimacion de 
los tiempos de divergencia proporciona un escenario temporal para estos eventos, lo que 
permite relacionar la historia de la tierra con los mecanismos vicari antes propuestos 
para promover especiaciôn alopâtrica. Como se observa, los patrones de divergencia en 
ambos grupos geogrâficos son contrastantes en varios aspectos. En primer lugar, las 
estimaciones de dataciôn muestran una diversificaciôn mâs antigua en el Grupo del 
Golfo que en el Grupo México, aunque, dado que posibles eventos relacionados con la 
diversificaciôn de las especies del norte de México no pudieron estudiarse, no se 
excluye que éstos hay an podido ser anteriores a los observados para el Grupo México. 
En segundo lugar, mientras que para la caldogénesis del Grupo del Golfo podria ser mâs 
importantes las oscilaciones climâticas, las modificaciones orogénicas lo parecen haber 
sido para la diversificaciôn de las especies en el Grupo México. La ausencia de 
Cambarellus de la cuenca del Rio Grande podria explicarse por la extinciôn 
generalizada de sus poblaciones relacionada con la alta tasa de desecaciôn desde la 
época Terciaria (Miller y Smith, 1986b), ultima evidencia de dicha distribuciôn séria la 
presencia de Cs. chihuahuae en la cuenca de Guzmân, en la parte sur de la Falla de Rio 
Grande, un componente clave en la distribuciôn actual de la subfamilia.
El evento que por primera vez afecto la diversificaciôn del Grupo del Golfo fue 
fechado en el limite Oligoceno-Mioceno, ~ 25,7 Mya (14,95 - 37,38 millones de anos), 
y correspondiô a la separaciôn del linaje de Cs. diminutus. Es posible que los eventos de 
extinciôn puedan explicar la observaciôn de una rama ùnica y diferenciada que lleva a 
Cs. diminutus, aunque es posible que exista variaciôn genética no muestreada de este 
linaje, lo que séria coherente con la amplia variaciôn morfolôgica observada en los 
escasos individuos colectados y asignados a la especie previamente (Fitzpatrick Jr, 
1983). La siguiente cladogénesis observada en el Grupo del Golfo es congruentes con
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los eventos tempranos del Mioceno, aproximadamente hace 16,1 Ma (9,42 a 23,0 Ma), 
dando lugar a los grupos de especies del Oeste (WG) y de la Costa Este del Golfo (EG). 
La actividad orogénica que data de este periodo corresponde en el sureste de Estados 
Unidos con la formaciôn de la meseta de Edwards, y el aumento de la actividad a lo 
largo de la Falla Balcones durante el Mioceno.
Los eventos de especiaciôn posteriores pueden correlacionarse con los niveles 
del mar a lo largo de la costa del Golfo, que han sido fuertemente modificados por 
oscilaciones climâticas desde la época del Mioceno. Un periodo importante para la 
especiaciôn de las especies de Cambarellus podria estar relacionado con el Mioceno 
Medio (hace 11,0-16,5 Ma (Berggren et al., 1995)], cuando se observaron ocasiones de 
cladogénesis dentro de los grupos de especies en el Grupo del Golfo. Este periodo se 
caracterizô por un aumento dramâtico en el nivel del mar entre 80 y 100 m sobre el 
nivel del mar actual (Haq et al., 1987; Riggs, 1984). Como consecuencia, una incursiôn 
del mar se registrô a lo largo de la costa del Golfo de México, que podria haber sido 
importante en la divisiôn de las especies de Occidente y Central-Oriental y mantenerlos 
separados lo suficiente como para representar un evento de especiaciôn.
Posteriormente, en el Mioceno tardio se produjo un fuerte descenso de 80 a 100 
m en los niveles del mar, por debajo del nivel del nivel actual, extendiendo el alcance de 
los rios tributarios del Golfo de México mâs al sur. Esta extensiôn pudo haber c reado 
conexiones entre afluentes que posteriormente quedaron aislados, durante los periodos 
de mayor nivel del mar. La disminuciôn en el nivel del mar durante el Mioceno Tardio 
se correlaciona con la edad estimada de los eventos finales de especiaciôn entre las 
especies existentes en Cambarellus. El Plioceno (2.5 - 5.5 millones de anos) se 
caracterizô por una elevaciôn de 50 - 80 m sobre el nivel del mar actual, pero esta
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incursion duro solo un tiempo corto, aproximadamente un millon de anos (Riggs, 1984). 
Los niveles del mar se redujeron durante el Plioceno Tardio, y durante el Pleistoceno 
hubo por lo menos tres grandes fluctuaciones en el nivel del mar, aunque el aumento no 
fue superior a 10-20 m sobre el nivel actual (Riggs, 1984; Swift et al, 1986). Todos 
estos acontecimientos podrian afectar a la especiacion y la posible reconexion entre 
cuencas entre las especies del Golfo de Cambarellus.
Dado que la forma generalizada de vida en la subfamilia es la de habitante de 
habitats lénticos, es razonable pensar que esta podria ser la misma situaciôn de los 
antepasados de los diferentes grupos. En este caso, la formaciôn de paleolagos durante 
el Mioceno tardio (~ 10,8 Ma) a lo largo de la Meseta Central del Norte de México y 
srueste de los Estados Unidos podrian ser caracteristicas importantes para las 
cladogénesis observadas en el Grupo Mexico. Ademâs, eventos geolôgicos durante el 
Mioceno medio podria haber influido, taies como el levantamiento de la parte 
occidental de la Meseta Central. Este levantamiento fue promovido por la actividad 
tectônica en la region y se relacionô con la apertura del Proto-Golfo de California 
durante el Mioceno inferior y medio (Henry y Aranda-Gômez, 2000).
El patron de distribuciôn observado en Cambarellus esta de acuerdo con 
hipotesis propuestas para otros organismos de agua dulce, como el llamado “Plateau 
Track” y el “Western Mountain Track” (Miller y Smith, 1986b). Para explicar 
distribuciones similares en géneros de peces como Ictalurus, Moxostoma y Micropterus, 
estos patrones sugieren intercambios hidrogrâficos a través de la ârida meseta présenté 
en el norte de Mexico. Con base en la composiciôn faunistica y el hallazgo de taxa 
hermanos entre las regiones como lo son los pares Tampichthys / Codoma y Algansea / 
Agosia (Schônhuth et al., 2008), se han sugerido posibles conexiones entre las cuencas
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del suroeste de la vertiente del Golfo (nos Nueces, Colorado y Guadalupe) y aquellas de 
afluentes del norte del Rio Grande (Smith y Miller, 1986). Estas conexiones pueden 
explicar la presencia de las especies del norte de la Meseta Central (Cs. alvarezi, Cs. 
areolatus y Cs. chihuahuae), especialmente relacionadas con habitas lacustres. Se ha 
documentado la existencia de lagos extensos asociados al Rio Grande, que cubrian gran 
parte del noroeste de Chihuahua y el sur de Nuevo México en el Pleistoceno (Burrows, 
1910; Lee, 1907) y se han relacionado con la gran diversidad de especies de peces de 
agua dulce de la region (Echelle y Echelle, 1998; Edwards, 2001; Garrett et al., 2005).
Por ejemplo, se ha propuesto la existencia de un lago cuaternario al oeste de 
Chihuahua (Lago Cabeza de Vaca) que recibia al Rio Grande en tiempos tan recientes 
como hace 320.000 anos (Reeves Jr, 1965). La reducciôn en el volumen de los habitats 
lacustres en la Meseta Central por fenômenos climâticos pudo tener como resultado una 
alta tasa de extinciôn a finales del Cenozoico (Miller y Smith, 1986b), y pudo resultar 
en el patron de distribuciôn parchada de Cambarellus en esta region. De hecho, Cs. 
alvarezi, Cs. areolatus y Cs. chihuahuae, hoy en dia posiblemente se han extinguido, 
dado que durante los esfuerzos de muestreo para este estudio se observaron sus habitats 
secos o ausentes y ningùn individuo fue observado. Se piensa que el habitat de C. 
alvarezi se mantiene sin agua desde 1995 (Contreras-Balderas y Lozano Vilano, 1996). 
Una situaciôn similar es la de Cs. chiuahuae, limitado a cuatro manantiales pequenos y 
ai si ados del desierto de Chihuahua, y que no ha sido registrada (Fernando Alvarez, 
com.pers.) y Cs. areolatus, de la cuenca de Parras, Coahuila, que se encuentra en un 
avanzado proceso de desertificaciôn (Contreras-Balderas et al., 2002). Esta alta tasa de 
desecaciôn, hoy en dia agravada por la actividad humana podria haber erosionado la 
diversidad en esta regiôn, conduciendo a la extinciôn a la mayoria de las poblaciones de 
Cambarellus en el norte de la Meseta Central de México, y también podria explicar la
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ausencia actual de Cambarellus de los nos al sur de las cuencas de la Costa del Golfo de 
Estados Unidos.
La distribuciôn de Cambarellus en la parte norte de la Meseta Central es 
coherente con la hipôtesis argumentando las poblaciones actual es estân aisladas en 
grandes regiones âridas o semiâridas a consecuencia de la extirpaciôn parcial de un 
intervalo continue anterior, y su condiciôn actual es debida al aumento en la tasa de 
desecaciôn durante la era terciaria, como lo demuestran los anal i si s filogenéticos y de 
fauna en grupos diferentes de peces con una distribuciôn similar como la familia 
Goodeidae (Doadrio y Dommguez, 2004;. Webb et al, 2004) y algunos géneros de 
Cyprinodontidae (Echelle et al, 2005a). Ademâs, y continuando hacia el sur, posibles 
conexiones entre rios del norte y el occidente de la Meseta Central podrian explicar la 
presencia de Cs. occidentalis en la cuenca del Bajo Santiago.
El sistema Lerma-Santiago es la principal cuenca que fluye a lo largo de CVT. 
Anteriores conexiones entre el rio Lerma y drenajes del noreste y el oeste se han 
sugerido para la familia Goodeidae y otros grupos de peces (Doadrio y Dommguez 
Dommguez, 2004; Dominguez-Dommguez et al, 2006; Miller y Smith, 1986b; 
Schônhuth et al, 2008).
Un patrôn de diversificaciôn de diferentes grupos de agua dulce en el centro de 
México, se ha observado, como en la subfamilia Goodeinae y los géneros Notropis y 
Algansea. Estas hipôtesis sugieren una antigua y sucesiva fragmentaciôn de la cuenca 
Lerma-Santiago a través de grandes sistemas lacustres desde el Mioceno hasta 
Pleistoceno (Gesundheit y Garcia, 2005; Miller y Smith, 1986b), esta fragmentaciôn 
ejerceria una gran influencia en la diversificaciôn de las familias de peces Goodeidae y
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Atherinidae (Barbour, 1973a; Doadrio y Dominguez-Dominguez, 2004; Webb et al., 
2004).
La evidencia molecular presentada aqui indica que el patrôn de radiaciôn 
observado en el Grupo México podria estar relacionado en algùn grado a la formaciôn 
del CVT. La separaciôn de los cl ados principales de Cambarellus en esta regiôn fue 
datada a finales del Mioceno y en el Plioceno (10.8 - 4.6 Ma), un periodo de gran 
actividad geolôgica en en centro de México (Ferrari et al., 2000b). La formaciôn del 
CVT se dio en direcciôn oeste-este (Ferrari, 2000), y esto es coherente con la separaciôn 
de los principales grupos de Cambarellus a lo largo de CVT, como se ha observado para 
otros grupos de agua dulce. Su formaciôn pudo haber comenzado entonces, dado que 
Cambarellus no esta présente en las cuencas del PaciTico del CVT, al sur del rio Ameca.
La mayor diversificaciôn del género tuvo lugar en un intervalo de tiempo de 
menos de nueve Ma. Las cladogénesis tempranas del grupo contienen poblaciones de la 
parte baja del rio Santiago en la parte oeste del CVT, fechado aquf en torno a 9,6 Ma 
(7.45 - 11.2 Ma, 95% FIPD), lo que es coïncidente con la formaciôn de la formaciôn del 
Rio Santiago (Ferrari et al., 2000a). Mas tarde, la divisiôn de los grupos de la cuenca de 
Santiago y Magdalena se estimô en 4. 6 Ma y podria estar relacionada con la formaciôn 
del Canôn de Santiago, a consecuencia de la formaciôn de la fall a de Santa Rosa, 
fechada a principios del Plioceno (Ferrari y Rosas-Elguera, 1999).
El MRCA de un linaje de la cuenca alta Lerma, conformado por las poblaciones 
identificadas como Cs. montezumae fue fechado en torno a 8,9 Mya, lo que podria ser 
debido a la formaciôn de una cuenca en la antigua cuenca superior del rio Lerma, que 
habria estado separada del resto el tiempo suficiente para permitir la divergencia entre
192
4. Patrones evolu tivos en Cambarellinae
linajes. La evidencia de su diferenciacion ha sido sugerido por patrones comunes en 
grupos diferentes de fauna de agua dulce (Doadrio y Dominguez, 2004;. Dommguez- 
Dommguez et al, 2006). Eventos posteriores podrian conducir a la division entre las 
poblaciones de la cuenca del rio la Laja (~ 7,7 millones de anos) del linaje que llevo a 
los taxa del Alto Lerma, el Valle de México y los lagos crater. Estos eventos 
cladogenéticos serian coherentes con que los fenômenos climâticos a lo largo de CVT 
se relacionaron con la cladogénesis de Cambarellus en el Grupo México.
Similares eventos climâticos podrian haber afectado la separaciôn del grupo que 
contiene las poblaciones de la laguna de Zacapu. Como se informô en los registros 
estratigrâficos, esta laguna fue una vez un sistema mâs grande, de forma que hoy en dia 
resta sôlo una parte de ella, dando lugar a una composiciôn singular de fauna 
(Dominguez-Dommguez et al., 2006). La separaciôn de esta poblaciôn del resto de la 
cuenca baja del Lerma, datada alrededor de 8,5 Ma, podria estar relacionada con su 
separaciôn debido a la formaciôn del Escudo del Corredor Tarasco, a finales del 
Plioceno-Mioceno Temprano (Israde-Alcântara y Garduno-Monroy, 1999).
El aislamiento del rio Ameca podria llevar a la separaciôn entre las poblaciones 
del rio Ameca y el MRCA de los miembros de las cuencas Chapala / bajo Lerma Cs. 
chapalanus y Cs. prolixus, en el limite entre Mioceno y Plioceno, hace 
aproximadamente 5.6 Ma (2,61-8,66 Ma). Esta observaciôn es coherente con una 
conexiôn entre el rio Ameca y el sistema Chapala-Bajo Lerma, que fue interrumpida por 
la actividad geolôgica a lo largo del Ameca y la Falla de San Marcos, que ocurriô 
durante el Plioceno temprano (Ferrari y Rosas-Elguera, 1999).
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Los acontecimientos que condujeron a la separaciôn de las poblaciones de las 
cuencas de Pâtzcuaro y Zirahuén de las del MRCA de las cuencas de Cuitzeo / Medio 
Lerma datan de mediados del Plioceno, unos 4. 6 Ma (2,66 - 6,60 Ma). Esto résulta en 
una separaciôn del sistema lacustre de Pâtzcuaro del sistema del rio Lerma durante 
Plioceno superior, aunque el tiempo para la formaciôn del lago de Pâtzcuaro sigue aun 
objeto de debate. La formaciôn del Corredor Tarasco se ha propuesto como 
déterminante en la diversificaciôn de las especies de agua dulce en la regiôn desde 
mediados del Plioceno (Israde-Alcântara y Garduno-Monroy, 1999).
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5. A islam iento de loci m icrosatélites en Cambarellus chapalanus
5.1 R e s u m e n
Nueve loci microsatélites polimôrficos fueron aislados y caracterizados para el 
cangrejo de rio enano de Chapala {Cambarellus chapalanus Faxon, 1898). Los nuevos 
loci mostraron un grado variable de polimorfismo, que fue de 3 a 31 alelos por locus y 
niveles moderados de heterocigosidad (Ho = 0,42 ± 0,28). La mayoria de los loci fueron 
amplificados con éxito en otros cangrejos de rio y podrian ser litiles sobre todo para 
especies del mismo género, aunque potencialmente lo pueden ser para otras especies de 
cangrejos de rio de la familia Cambaridae. Estos loci pueden ser utiles en la evaluaciôn 
de la estructura de las poblaciones del cangrejo de rio enano de Chapala y de las 
posibles relaciones de migraciôn y flujo genético entre especies cercanas.
5.2 A is l a m ie n t o  y  c a r a c t e r iz a c iô n
El cangrejo de rio enano de Chapala, Cambarellus chapalanus Faxon, 1898 es 
una especie endémica del centro de México, que habita los cuerpos de agua de la cuenca 
Lerma-Santiago (Villalobos, 1955). En un estudio previo de la filogenia molecular del 
género (capitulo III, esta tesis) se observé una estrecha relaciôn de esta especie y una 
serie de otros linajes de las cuencas cercanas, lo que podria reflejar posibles eventos 
recientes de separaciôn ente los linajes y procesos de radiaciôn. Aùn mâs, se ha 
encontrado que diferentes especies en el lago de Chapala del centro de México 
comparten haplotipos mitocondriales. Para evaluar la hipôtesis de la existencia de 
patrones de divergencia incipiente y el flujo genético entre poblaciones, asi como para 
estudiar posibles eventos de hibridaciôn, es necesario proveer de evidencia proveniente 
de marcadores moleculares que proporcionen una definiciôn a una escala temporal
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adecuada. Aqui se reporta el aislamiento y caracterizaciôn de nueve loci microsatélites 
polimôrficos de Cs. chapalanus y los resultados de las pruebas de amplificaciôn cruzada 
en otras especies de cangrejos de rio.
Los loci microsatélites fueron aislados usando un protocolo modificado de 
enriquecimiento (Gardner et al., 1999), de acuerdo a lo detallado en (Bloor et al., 2006). 
El ADN de Cs. chapalanus fue extraido de tejido muscular del quelipedo de un 
individuo (proveniente del rio Camécuaro, México) usando un protocolo estândar de 
fenol:diclorometano:alcohol isoamilico (Sambrook et al, 1989). Con el fin de obtener el 
perfil de digestiôn deseado (fragmentes de entre 400 y 1.500 pb), una limpieza de ADN 
se llevô a cabo usando electroforesis en gel y posterior extracciôn de ADN en gel. La 
digestiôn se realizô con la endonucleasa Mbol (lOU / Ipg de ADN), estandariazado 
para una digestiôn exitosa). Esta biblioteca genômica parcial construida a partir de 
fragmentes de tamanos seleccionados se ligô a un adaptador (Refseth et al., 1997) y se 
enriqueciô para una secuencia en repeticiôn. La hibridaciôn se llevô a cabo utilizando 
oligos marcados con biotina en el extreme 3 ' consistentes en las siguientes repeticiones: 
ACAG, AGAT, AAAG, AAG, GAT, CT y CA y el producto fue unido a cuentas 
recubiertas de estreptavidina (Dynabeads M-280, Invitrogen). Las condiciones de 
captura, la recuperaciôn de ADN enriquecido por la reacciôn en cadena de polimerasa 
(PCR), la clonaciôn y la identificaciôn de clones que contenian microsatélites por PCR 
de colonias se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones de Bloor et al. (2006). 
Los clones positives fueron secuenciados en un secuenciador de ADN ABI 3730 
(Applied Biosystems).
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Trescientos ochenta y un clones positives fueron identificados y secuenciados de 
un total de 1.056 colonias analizadas. 97 de elles (9,18% del total proyectado) contenian 
secuencia de repeticiôn. De estes, 27 fueron excluidos por contener repeticiones 
minisatélite y 20 eran demasiado grandes para ser posteriormente genotipados (> 400 
pb) 0 no habia suficiente secuencia para disenar cebadores. 62 pares de iniciadores 
fueron disenados para las 50 secuencias restantes que contenian microsatélites con el 
programa PrimerS (Rozen y Skaletsky, 2000).
Todos los cebadores se probaron para la amplificaciôn en echo individuos 
adultes. Los cebadores que resultaron en una amplificaciôn positiva y de un producto 
del tamano esperado fueron probados para el polimorfismo mediante el marcaje del 
cebador “forward”, con los marcajes fluorescentes 6 - F AM, NED o HEX (Applied 
Biosystems) y usando individuos colectados en Camécuaro (n = 25) y el Lago de 
Chapala (n = 28), ambos en el centro de México. 37 pares de cebadores fueron 
descartados debido a la ausencia de amplificaciôn en todos los individuos y cuatro 
porque eran dificiles de genotipar, debido a la amplificaciôn artificial de varios picos. 
Posteriormente, se extrajo el ADN siguiendo las mismas condiciones descritas 
anteriormente. Las ampliflcaciones se llevaron a cabo en un volumen de reacciôn de 10 
pL. Las condiciones de PCR fueron: una desnaturalizaciôn inicial a 95 ° C durante 5 
min, seguida de 35 ciclos de 95 ° C durante 30 s, T anillamiento durante 45 s (ver Tabla 
1) y 72 ° C durante 45 s, y fmalmente, 72 ° C durante 5 min como paso de extensiôn 
final. Cada reacciôn contenia 75 mM de Tris-HCl (pH 8.8), 20 mm (NH4)2S04, 0,01% 
(v / v) de Tween 20, 0,2 mM de cada dNTP, 2,0 mM de MgCfi, 5-50 ng de ADN molde, 
10 pmol de cada cebador y 0,1 U de Taq polimerasa (Biotools). Los productos de PCR 
se combinaron con un estândar de tamafto (ROX, Applied Biosystems), y se analizaron
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en un secuenciador automâtico ADN ABI 3730 (Applied Biosystems). Los genotipos 
obtenidos se obtuvieron utilizando el programa GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems). 
Para probar su utilidad como marcadores en otros taxones, la amplificaciôn cruzada en 
otras especies ha sido probada utilizando un individuo de diferentes especies de 
cangrejos de rio incluidas en dos familias diferentes (Cambaridae y Astacidae).
El programa GENEPOP (Raymond y Rousset, 1995) se utilizô para calcular las 
medidas bâsicas de la diversidad genética (en todas las muestras). Se probaron la 
posible desviaciôn de las condiciones previstas bajo el equilibrio Hardy-Weinberg 
teniendo en cuenta la deficiencia de heterocigotos como hipôtesis altemativa (dentro de 
cada localidad) y el desequilibrio de ligamiento entre todos pares de loci. Los valores de 
significaciôn se corrigieron aplicando el procedimiento secuencial de Bonferroni para 
pruebas multiples (Rice, 1989). De los loci probados, ninguno resultô monomôrfico. 
Las caracteristicas de polimorfismo resultado de los nueve loci se resumen en la Tabla 
L El numéro de alelos oscilô entre 3 (loci Csch5 y Cschô) y 24 (locus Csch2) (Tabla 1), 
las heterocigosidades observada y esperada variaron entre 0,14 y 0,7, y 0,13 y 0,93, 
respectivamente (Tabla 1). No se encontrô evidencia de desequilibrio de ligamiento 
entre todos los pares de loci (P> 0,05). Un locus mostrô desviaciôn de las condiciones 
previstas de Hardy-Weinberg (Csch3) en ambas localidades, y otro para la poblaciôn del 
lago de Chapala (Csch4). Una posible explicaciôn a la deficiencia de heterocigotos 
observada podria ser una estructura genética desapercibida dentro de las localidades. El 
hecho de que se han podido genotipar la mayoria de los especimenes sugiere que la 
deficiencia de heterocigotos observados no fue originado por un fenômeno de “allelic 
drop-out”. Un anâlisis basado en mâs individuos y de varias localidades mâs se 
requeriria para poner a prueba la estructura genética dentro de las poblaciones. La
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amplificaciôn cruzada dio lugar a ampliflcaciones positivas para varias especies de 
cangrejos de rio, especialmente para aquellas del género Cambarellus (Tabla 2). El 
éxito de la amplificaciôn de estos loci da la posibilidad de utilizarlos para estudios de 
poblaciones de estas especies. Todos los loci amplificaron positivamente en Cs. 
montezumae, mientras que cuatro y dos loci amplificaron con éxito en Cs. shufeldtii y 
ambos, Cs. puer y Cs. texanus, respectivamente. Dos loci adicionales presentaron 
patrones de amplificaciôn artificial de varias bandas en diferentes especies. Un locus 
(Cschl) fue amplificado en las especies de las dos familias incluidas. Ademâs, los loci 
Csch7 y Csch2 fueron amplificados con éxito en Orconectes virilis y Austropotamobius 
italicus, respectivamente.
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5. A islam iento de loci m icrosatélites en Cambarellus chapalanus
Tabla 2. Amplificaciôn cruzada de los loci aislados en diferentes especies de 
cangrejos de rio, pertenecientes a las familias Cambaridae y Astacidae.
Locus Cs.
montezumae Cs. shufeldtii Cs. puer Cs. texanus P. clarkii 0. virilis
Pa.
leniusculus A. italicus
Cschl + + + + - + + +
Csch2 + + - - - - - +
Csch3 + - - - - - - -
Csch4 + - - - - - - -
CschS + î î î - - - î
Cschô + - - - - - - -
CschT + + + + - + - -
CschS + + - - - - - -
Csch9 + , , î.,.. ... î .. î . _ .
+ amplificaciôn exitosa, - no se obtuvo amplificaciôn, ± amplificaciôn no especifica de 
varias bandas.
Los géneros estân abreviados como sigue: Cs., Cambarellus', P, Procambarus', O, 
Orconectes', Pa, Pacifastacus', A, Austropotamobius.
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6. Evaluaciôn del flujo genético entre m orfotipos de Cambarellus
. . .  6.1 INTRODUCCIÔN
6.1.1 Especiacion y cladogénesis
La especiacion es el proceso por el cual tiene lugar la generaciôn de diversidad 
biolôgica, por lo que entender los patrones y procesos bajo los cuales se da es 
fundamental para explicar la diversidad de la vida (Mayr, 1963). Parte importante del 
conocimiento de los patrones de especiacion en un grupo es la informacion proveniente 
de los atributos geogrâficos y ecologicos de las especies que lo conforman, los cuales a 
su vez se relacionan con dos modelos de especiacion distintos (Barraclough, 1998; 
Berlocher, 1998; Brooks y McLennan, 1991). Los atributos geogrâficos resultan de la 
combinaciôn entre la historia cladogenética y los eventos biogeogrâficos que han 
afectado dicha cladogénesis. Estos patrones se relacionan con el modelo de especiacion 
por mutaciôn, definido como la evoluciôn de aislamiento reproductivo en poblaciones 
separadas que experimentan presiones de selecciôn similares (Turelli et al., 2001). Por 
su parte los atributos ecologicos tienen que ver con el origen de la diversidad por medio 
de selecciôn natural entre ambientes contrastantes, y se relacionan con el modelo de 
especiacion ecolôgica, definido como la evoluciôn de aislamiento reproductivo entre 
poblaciones por selecciôn natural divergente como resultado de habitar condiciones 
ecolôgicas contrastantes (Rundle y Nosil, 2005; Schluter, 2000, 2001). Este modelo 
predice que el aislamiento (o interrupciôn del flujo genético) evolucionaria entre 
poblaciones que se han adaptado a ambientes contrastantes, pero no entre poblaciones
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habitando en ambientes similares. Dichos ambientes se denominan habitats selectivos 
(Schluter, 2000).
Los atributos geogrâficos de la subfamilia Cambarellinae fueron abordados en 
un estudio previo, que ha mostrado que el patron cladogenético mâs comun es la 
especiacion en alopatria, como resultado de eventos vicariantes climâticos y geolôgicos, 
como la formaciôn del Cinturôn Volcânico Transversal (CVT) en el Centro de México 
(ver capitulo 4 de esta tesis). Una excepciôn fue detectada, en el caso de dos especies 
hermanas, Cambarellus prolixus y Cs. chapalanus, encontradas en simpatria en el Lago 
Chapala, en el centro de México. Este hecho no es coherente, en principio, con lo 
esperado en un escenario de especiacion por alopatria (Barraclough y Vogler, 2000), 
aunque varios factores pueden explicar la simpatria de especies hermanas, como son la 
dispersion y los movimientos geologico-climâticos, que facilitan el contacto posterior a 
la cladogénesis.
Alternativamente sin embargo, el patron de especies hermanas habitando un 
mismo lago,puede deberse a atributos ecologicos del grupo, siendo la base de un 
proceso de divergencia adaptativa. Este proceso suele ir unido a evidencias de 
divergencia de otro tipo entre las poblaciones, como son la aparicion de morfologias 
muy diferentes en distintos tipos de hâbitats (Pfennig et al., 2010). Aportar una 
evidencia util que permita la distinciôn entre ambos modelos de especiacion, entendidos 
como hipotesis, y ver como contribuyen al patron de diversificaciôn observado, 
constituye el objetivo de este capitulo.
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6.1.2 El estudio de la divergencia entre Cambarellus chapalanus y Cambarellus 
prolixus.
El Lago de Chapala , se localiza en el centro de México a una latitud de entre 
20°07' y 20°20' norte y a una longitud entre 102°40' y 103°25' oeste. Situado en los 
estados de Jalisco y Michoacân, forma parte del sistema hidrolôgico Lerma-Santiago, 
tiene 77 km de longitud en direcciôn este-oeste y una anchira media de 15 km y una 
profundidad media de 7.1 m. Es el lago mâs extenso de México y el tercero en 
superficie de latino América, con una elevacion superficial de agua 1524 msnm (metros 
sobre el nivel del mar). Se ha estimado que a este nivel, el lago tiene una superficie de 
111.200 ha, y una capacidad cercana a los 8 Mm^. El fondo en general tiene una 
pendiente poco pronunciada, que se acentûa desde el delta del rio Lerma, su mayor 
afluente, localizado en el extermo este, hasta el mâximo alcanzado hacia el centro-norte 
del lago para luego reducirse nuevamente en sentido oeste.
En este lago se encuentran codistribuidas dos especies de cangrejos Cambarellus 
prolixus y Cambarellus chapalanus cuyo anâlisis filogenético previo ha demostrado que 
son especies hermanas (Ver capitulo 3 de esta tesis doctoral). La especie Cs. prolixus 
tiene una de las morfologias mâs diferenciadas dentro del género Cambarellus que 
incluye un plan corporal unico con apéndices especialmente alargados y ausencia de 
pigmentaciôn (ver figura 2). Esta especie {Cs. prolixus) es endémica del Lago Chapala, 
y es la unica especie de cangrejo de rio cuya presencia se ha relacionado con un hâbitat 
como son las zonas profundas del lago Chapala, especificamente a partir de los cuatros 
metros de profundidad. (Villalobos-Figueroa y Hobbs, 1981). La especie hermana de 
Cs. prolixus es Cs. chapalanus una especie distribuida en la cuenca de Chapala, que
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incluye el Lago Chapala y la parte baja de sus dos afluentes, el no Lerma y el rfo Duero 
(De Anda et al., 1998). La morfologia de esta especie incluye un plan corporal 
generalista, similar al del resto de especies del grupo (ver Figura 2). Dada la escasa 
divergencia genética entre ambas especies (ver capitulo 4 de esta tesis) y por ser 
metodologicamente mâs adecuado para la descripcion de hipotesis de divergencia 
adaptativa entre ellas, en este trabajo se harâ referencia a las dos en términos de 
morfotipos, es decir, morfotipo prolixus y morfotipo chapalanus.
Con el fin de probar una hipotesis de divergencia adaptativa en este sistema, una 
asunciôn es requerida. Dado que existen poblaciones compuestas exclusivamente por el 
morfotipo prolixus en el Lago Chapala, y que es la ùnica especie del grupo que habita 
en condiciones de profundidad, es razonable asumir que dichas condiciones representen 
un hâbitat selectivo. Este se define como el espacio que présenta condiciones 
especificas que son explotadas diferencialmente por un grupo de individuos de una 
poblaciôn o especie (Pfennig et al., 2010; Schluter, 2000), la cual ademâs suele 
presentar caractères producto de la adaptaciôn a taies condiciones y por lo tanto, sujetos 
a selecciôn natural. La utilizaciôn diferencial de los recursos disponibles en el ambiente 
define una presiôn de selecciôn sobre estos caractères que puede ser de diferentes tipos 
y es esta selecciôn la que explica en ultima estancia la divergencia adaptativa (Nijhout, 
2003). La naturaleza plâstica o adaptativa de dichos caractères en el morfotipo prolixus 
no se ha comprobado hasta ahora, pero esto no es necesario para los objetivos de este 
trabajo, ya que éstos se enfocan a probar las senales genéticas esperables en un 
escenario de divergencia adaptativa, que es sôlo una de seis condiciones observables 
bajo especiaciôn ecolôgica (Hendry y Taylor, 2004; Rundle y Nosil, 2005).
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En este sentido, existe una larga controversia tanto en términos teôricos como 
empiricos alrededor de la factibilidad de la evoluciôn a partir de mecanismos 
adaptativos asi como de la importancia que estos procesos puedan tener para la historia 
evolutiva de un grupo (Bernatchez et al., 1999; Gould y Lewontin, 1979; Hendry y 
Taylor, 2004; Losos, 2000; Losos y Mahler, 2010; Mayr, 1963; Pfennig et al., 2010; 
Schluter y McPhail, 1993). En diferentes ocasiones, sin embargo, se ha aceptado que la 
especiaciôn via selecciôn natural puede ocurrir a consecuencia de divergencia 
adaptativa (Jiggins et al., 2001; Mayr, 1963), si bien hasta el momento esta hipôtesis no 
ha sido evaluada en cangrejos de rfo.
6.1.3 Escenarios propuestos
En este trabajo se busca identificar los patrones evolutivos involucrados en el 
patrôn cladogenético observado entre las especies Cs. chapalanus y Cs. prolixus, dado 
que se trata de dos especies hermanas en simpatria. La aplicaciôn del método cientffico 
permite plantear hipôtesis y valorar su validez en un contexto determinado (Platt, 1964). 
Con esta base se plantearon las siguientes hipôtesis, considerando como hipôtesis nula 
aquella del patrôn mâs observado en el grupo, la especiaciôn por mecanismos 
alopâtricos (vfa dériva y mutaciôn en alopatria) (Futuyma y Mayer, 1980):
1) Dado que la simpatria entre especies hermanas puede ser el resultado de un 
contacto secundario en funciôn de los rasgos de la historia de vida de las especies (como 
tasas de dispersiôn) (Foitzik et al., 2009) y/o por modificaciones geogrâficas, se 
esperaria observar una estructura haplotipica que diferenciara ambas especies y una 
escala temporal coherente con los movimientos geolôgicos y/o climâticos que han
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causado la divergencia en otras especies de agua dulce en la region. Para probar esta 
hipôtesis se infirieron diferentes parâmetros de poblaciones del grupo a partir de la 
informaciôn generada por los genes mitocondriales, describiendo su historia 
filogeogrâfica. El marco metodolôgico propuesto para probar esta primera hipôtesis se 
encuentra explicado en el apartado de filogeografia y demografia.
2) De existir divergencia generada por adaptaciôn a diferentes condiciones 
ecolôgicas entre los morfotipos prolixus y chapalanus, se esperaria que el flujo genético 
entre las poblaciones que habitan diferentes ambientes adaptativos fuera menor al de 
poblaciones del mismo ambiente adaptativo. Los individuos colectados fueron 
asignados a dos morfologias de acuerdo a los caractères diagnôsticos de cada especie y 
la asignaciôn y diferenciaciôn de estas dos categorias morfolôgicas a grupos genéticos 
fue evaluada con marcadores nucleares microsatélites utilizando diferentes métodos 
estadfsticos, como se describe en el apartado de genética de poblaciones. 
Complementariamente, la existencia de mâs de un ambiente selectivo al correspondiente 
a las condiciones présentes en el hâbitat de prolixus fue evaluada por medio del grado 
de aislamiento genético de las poblaciones mediante estimas de flujo génico y 
migraciôn.
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. . .  6 .2  M é t o d o s
6.2.1 Filogeografia y demografia.
6.2.1.1 Muestreo y obtenciôn de datos
Para contar con un marco evolutivo adecuado para el estudio de la variabilidad 
genética de las poblaciones, se llevô a cabo un estudio de la historia pobiacional por 
medio de la estimacion de las relaciones haplotipicas y por tanto la historia 
filogeogrâfica entre las poblaciones de Cambarellus chapalanus y el resto de especies 
distribuidas en el centro de México.
Se llevô a cabo un muestreo extensivo de las poblaciones en el inter val o de 
distribuciôn del género Cambarellus en el centro de México, desde el extremo oriental, 
en los lagos crater del estado de Puebla, hasta el rio Grande Santiago en el occidente del 
Cinturôn Volcânico Transversal (CVT, Tabla 1, Figura 1).
Tabla 1. Localidades de Cambarellus incluidas en los anàlisis de ADN mitocondrial 
y nuclear. Se muestran los codigos de aquellas incluidas en el estudio con loci 
microsatélites.
Especie Localidad Cuenca/grupo N Cod. 
de haplotipo (mt)
Coordenadas
X y
1 Cambarellus sp. Ciénega Santa Maria, Michoacân Cuitzeo 19°47'25.4" 101°13'39.6"
2 Cambarellus sp. Maravatfo, Michoacân Lerma Medio 19°48'39.27" 100°23'5.31"
3 Cambarellus sp. Legunas Zempoala, Morelos Interior 19° 0'18.12" 99° 1 "46.48"
4 Cambarellus sp. Dren La Cinta, Michoacân Lerma Medio 20° 5'13.13" 101° 9" 19.22"
5 Cambarellus sp. Atécuaro, Michoacân Cuitzeo 19°34'44.29" 101°10'32.26"
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6 Cambarellus sp. Chiquimitfo, Michoacân Cuitzeo 19°47'59.70" 101° 1459.89"
7 Cambarellus sp. Lago crâter Aljojuca, Puebla 
México
Interior I9°5'59.86" 97°30'15.17"
8 Cambarellus sp. Presa Tepuxtepec, Edo. 
México
Lerma Medio 19°58'40.04" 100° 13'5.04"
9 Cambarellus sp. Las Rosas, San Juan del Rio, 
Querétaro
Pânuco 20°30'31.03" 99°51'57.28"
10 Cambarellus sp. Loma Alta, Michoacân Cuitzeo I9°55'46.45" 100°51'1.51"
11 Cambarellus patzcuarensis Janitzio, Lago de Patzcuaro, 
Michoacân
Pâtzcuaro 19°35'45.69" 101°38'29.32"
12 Cambarellus patzcuarensis Opopeo, Lago Zirahuén, 
Michoacân
Interior 19°24'22.42" 101°36'6.80"
13 Cambarellus patzcuarensis Manantial Chapultepec, Michoacân Pâtzcuaro 19°34'25.92" 101 °31'36.73"
14 Cambarellus sp. Manantial, La Mintzita, Michoacân Cuitzeo 19°39’6.25" 101°16'37.93"
15 Cambarellus chapalanus Presa Cuerâmaro, Très Villas, Guanajuato Turbio river I9°48’16.07" 102°41'0.03"
16 Cambarellus chapalanus Laguna San Juanico, Cotija Michoacân Interior COT 19°50'31.00" 102°39'41.85"
17 Cambarellus chapalanus Pesa Huaracha, Jalisco Chapala HUA 19°57'16.63" 102°33'1.35"
18 Cambarellus chapalanus Zapotlân Lago, Jalisco Interior 19°45'5Û.78" 103°26'19.94"
19 Cambarellus chapalanus San Juliân, Jalisco Verde/Santiago 21° 1'58.36" 102°20'43.91"
20 Cambarellus chapalanus Presa San Miguel, Guanajuato rio La Laja 20°49'18.46" 100°48'9.37"
21 Cambarellus chapalanus Presa San Isidro, Jalisco Verde/Santiago 20°58'58.39" 102° 10'10.97"
22 Cambarellus chapalanus Ajijic, Lago Chapala, Jalisco Chapala AJI 20° 16'12.37" 103°14'33.85"
23 Cambarellus chapalanus Manantial Camécuaro, 
Michoacân
Chapala CAM 19°54'36.98" 102° 1224.38"
24 Cambarellus chapalanus Manantial La Luz, Michoacân Chapala LUZ 19°58'55.88" 101°30'30.32"
25 Cambarellus chapalanus Jamay, Lago Chapala Chapala JAM 20°16'25.21" 102°43'28.95"
26 Cambarellus chapalanus La Pal ma, Michoacân Chapala PAL 20° 9'16.25" 102°45'49.16"
27 Cambarellus prolixus Isla Patos, Lago Chapala Chapala ISP 20°18'39.70" 103° 7'42.42"
28 Cambarellus prolixus Ocotlân, Jalisco Chapala COL 20°17'41.36" 102°47'43.84"
29 Cambarellus chapalanus Negritos, Michoacân Chapala NEG 20° 8'34.74" 102°48'38.18"
30 Cambarellus sp. Arroyo San Juan, Jalisco rio Ameca 20°39'20.65" 103°54'32.62"
31 Cambarellus sp. Arroyo Chapulimita, Jalisco no Ameca 20°45'44.17" 103°58'44.94"
32 Cambarellus sp. Los Veneros, Jalisco rio Ameca 20°40'37.02" 103°52'13.40"
33 Cambarellus sp. Laguna Zacapu, Michoacân rio Angulo 19°48'36.11" 101°47'13.79"
34 Cambarellus montezumae Lago crâter Quechulac, Puebla Interior 19°24'8.91" 97°23'39.28"
35 Cambarellus montezumae Xochimilco, Estado de México Valle de México 19° 15'52.92" 99° 5'56.92 "
36 Cambarellus sp. El V egil, Amealco, Querétaro Lerma Medio 20°25'48.36" 100°21'6.97"
37 Cambarellus occidentalis Laguna Magdalena, Jalisco Interior 20°54'25.82" 103°58'53.02"
38 Cambarellus occidentalis Tepic, Nayarit Santiago 21°28'51.62" I04°49'59.54"
39 Cambarellus prolixus San Pedro Itzicân 1, Jalisco Chapala CAl 20.280123 102.921414
40 Cambarellus prolixus San Pedro Itzicân 2, Jalisco Chapala CA2 20.244492 102.916491
41 Cambarellus chapalanus Venustiano Carranza, Michoacân Chapala YEN 20.175388 102.773324
42 Cambarellus chapalanus Brisenas, Jalisco Chapala BRI 20.218876 102.686690
N se refiere al numéro de muestras utilizadas en el anâlisis mitocondrial (incluyendo 
ambos genes). Cod. hace referencia a los codigos usados para las poblaciones usadas en 
los anâlisis de poblaciones, en negritas las usadas para los anâlisis de ADN nuclear.
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Se tomaron muestras de tejido correspondientes al cuarto pereiopodo que fue 
conservado en alcohol al 70% para su posterior procesamlento. Los individuos 
colectados fueron determinados con base a los caractères diagnôsticos disponibles en las 
descripciones originales, ya que las claves actuales son de escasa utilidad para la 
determinaciôn del grupo, por ser anteriores a la descripciôn de Cs. prolixus y utilizar 
caractères de gran plasticidad intrapoblacional como el grado de estilizaciôn de las 
espinas supraorbitales (Villalobos-Figueroa y Hobbs, 1981). El morfotipo prolixus fue 
diferenciado claramente de los otros morfotipos en base a los siguientes caractères 
diagnôsticos: longitud del acumen, longitud del primer mesocarpo, (proporciones 
corporal es respecto a la longitud total), ausencia de pigmentaciôn y presencia de dos 
espinas especialmente alargadas en el primer basopodito. En general los caractères son 
de mayor longitud con respecto al plan corporal (ver Figura 2) lo que le diferencia 
claramente del morfotipo chapalanus, que es mâs similar al resto de especies en el 
género en estos caractères. Ademâs, para la mayoria de las especies se colectaron 
ejemplares en cada una de las Terra Typica (Villalobos-Figueroa y Hobbs, 1981).
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Figura 1. Mapa de localidades contempiadas en el anâlisis filogeogrâfico del género 
Cambarellus en el centro de México, (nombres de localidades en Tabla 1).
Debido a su demostrada utilidad en estudios filogeogrâficos (Buhay, 2009; 
Crandall y Buhay, 2008), dos fragmentos mitocondriales fueron amplificados, el gen 
16S y el gen 12S. Los primers empleados fueron para el 16S: 1471-
CCTGTTTANCAAAAACAT y 16S-1472- AGATAGAAACCAACCTGG (Crandall y 
Fitzpatrick Jr, 1996), y para el 12S: 12Sf: GAAACCAGGATTAGATACCC y 12Sr 
TTTCCCGCGAGCGACGGGCG (Mokady et al., 1999). Estos dos fragmentos han sido 
considerados como marcadores fiables, ya que no han sido observados los niveles de 
pseudogenes présentes en otros genes como el Citocromo Oxidasa I. Las 
amplificaciones fueron llevadas a cabo en reacciones con un volumen de 10 uL con 
buffer lOx PCR (Biotools), 1.0-2.0 mM de MgC12, 2.02 mM de cada primer forward y 
reverse, 0.1 mM dNTP mix, 0.25 U de Taq DNA polymerasa de Biotools y 1 uL del 
ADN (a una concentraciôn de lOng/uL). Los ciclos de amplificaciôn fueron como signe:
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94°C por 5 min; 35 ciclos de 90°C por 1 min, la Tm estadarizada para cada pareja de 
primers por 45s y 72°C por 1 min; seguido de una extension final de 7-min a 72°C. Los 
productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1.0% (Ix TBE) y tenidos 
con SYBR-Safe (Invitrogen). Los fragmentos asi amplificados fueron secuenciados en 
un analizador automâtieo ABI 3730 DNA. Tras una inicial preparaciôn de las 
secuencias en ficheros y la verificaciôn de los cromatogramas con la utilizaciôn del 
program a Sequencher, Se llevaron a cabo alineamientos por separado de cada 
fragmente, utilizando el programa MUSCLE (Edgar, 2004).
6.2.1.2 Anâlisis estadisticos
Se estimô una red de haplotipos de parsimonia utilizando el algoritmo “Median 
Joining” con el programa Network 4.5 (Bandelt et al., 1999). Este algoritmo permite 
identificar grupos de haplotipos que comparten similitud y sus posibles conexiones de 
manera que el arreglo es la soluciôn mâs parsimoniosa.
El escenario concreto de diferenciaciôn en las poblaciones del lago de Chapala 
(Grupo Chapala) fue analizado de forma separada. Las nueve poblaciones indicadas en 
la Figura 2 fueron estudiadas para probar la hipôtesis de influencia de dos actores en la 
diferenciaciôn, el primero determinado por el morfotipo (prolixus-chapalanus) y el 
segundo por los tipos de hâbitats ( prof undi dad-1 itoral - manantial ) (ver Figura 2). En el 
caso de la informaciôn mitocondrial se incluyeron ademâs otras poblaciones no 
utilizadas en el anâlisis nuclear por no contar con tamanos de muestra adecuados.
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La hipôtesis nula (diferenciaciôn histôrica y posterior contacto secundario) fue probada 
estimando el grado de diferenciaciôn entre las poblaciones. Para ello se estimaron las 
entre pares de poblaciones con la finalidad de probar explfcitamente la hipôtesis de 
organizaciôn Jerârquica de las poblaciones en morfotipos o en tipos de hâbitat, se llevô a 
cabo un AMOVA (Excoffier et al., 1992), agrupando en funciôn de ambos factores 
(morfotipos prolixus-chapalanus y habitats profundidad-litoral-manantial). Se utilizô el 
programa Arlequin ver. 3.11 (Excoffier et al., 2005), y se aplicô la correciôn secuencial 
de Bonferroni para multiples comparaciones.
Asi mismo, una historia demogrâfica compartida entre morfotipos se esperaria 
como resultado del flujo génico mantenido en el tiempo, ya que los tamanos de las 
poblaciones deberfan fluctuar en funciôn de las modificaciones climâticas o geogrâficas 
en ambos grupos de poblaciones de forma similar y en tiempos también similares. Se 
probô la posibilidad de movimientos demogrâficos infiriendo el cambio del tamano 
pobiacional en el tiempo como funciôn de la diversidad genética y representando estos 
cambios en un Bayesian Skyline Plot con el programa BEAST 1. 6.0 (Drummond y 
Rambaut, 2007). Una distribuciôn uniforme fue utilizada como hipôtesis previa para las 
tasas de mutaciôn mâxima y minima, las cuales fueron utilizadas de acuerdo a las tasas 
reportadas hasta ahora para crustâceos, que para el 16S van de 1.4% PMY (Cook et al., 
2008; Knowlton et al., 1993) a 2.6% (Cook et al., 2008; Knowlton et al., 1993) y para 
el 12S de 1.2% PM Y-1.7%.
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6.2.2 Genética de poblaciones inferida a través de marcadores nucleares
6.2.2.1 Muestreo
Con la finalidad de evaluar el flujo génico entre morfotipos y entre las 
poblaciones del grupo Chapala, se llevô a cabo un estudio con marcadores 
microsatélites que permitiera evaluar eventos de contacto entre poblaciones mâs 
reciente. Se llevô a cabo un muestreo intensivo en las poblaciones de la cuenca de 
Chapala, especialmente en el Lago Chapala y los dos rfos que alimentan al lago, el rfo 
Duero y el rfo Lerma. Dado que el morfotipo prolixus ha sido descrito como présenté a 
profundidades mayores de 4m, se consideraron diferentes putos de muestreo a 
profundidad variable, de 7-10 m (Figura 2). Todas las muestras fueron conservadas y 
procesadas como en el caso del estudio filogeogrâfico (ver mâs arriba).
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chapalanus
CAMprolixus
F igura  2. Mapa de las localidades de muestreo en la cuenca de Chapala, utilizadas en el 
estudio de genética de poblaciones con marcadores microsatélites incluyendo el mapa 
batimétrico del Lago Chapala (SARH, 1981). Se muestran las caracterfsticas générales 
de los dos morfotipos encontrados en simpatria en el lago, y las localidades de las que 
provienen en distintos colores (roJo=chapalanus, verde=prolixus). Las poblaciones del 
lago en verde corresponden al hâbitat de profundidad, mi entras que en rojo las 
correspondientes al hâbitat litoral y Camécuaro corresponde a un hâbitat de manantial.
6 2 2 .2  Loci microsatélites
Fueron utilizados nueve loci polimôrficos previamente aislados en Cambarellus 
chapalanus (Capitulo 5 de esta tesis). Las amplificaciones fueron llevadas a cabo en 
reacciones con un volumen de 10 uL con buffer lOx PCR (Biotools), 1.0-2.0 mM de 
MgC12,2.02 mM de cada cebador “forward” y “reverse” , 0.1 mM dNTP mix, 0.25 U de
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Taq DNA polymerasa de Biotools y 1 uL del ADN (a una concentraciôn de lOng/uL). 
Los ciclos de amplificaciôn fueron como signe: 94°C por 5 min; 35 ciclos de 90°C por 1 
min, la Tm estadarizada para cada pareja de primers por 45s y 72°C por 1 min; seguido 
de una extensiôn final de 7-min a 72°C. Los primers forward fueron marcados 
fluorescentemente (Invitrogen), los fragmentos amplificados por PCR fueron analizados 
y los tamanos obtenidos fueron estimados por comparaciôn con el estândar ROX 
(Applied Biosystems) mediante electroforesis caplilar utilizando secuenciaciôn 
automâtica en un secuenciador ABI 3100. Los tamanos de los alelos fueron obtenidos 
usando GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems). Un aproximado del 1% de las muestras 
fue reanalizado para asegurar la repetibilidad de los métodos de amplificaciôn y 
determinaciôn del tamano.
6.2.2.3 Diversidad genética
La diversidad genética fue cuantificada por locus y sitios de muestreo por medio 
de la estimaciôn del nùmero de alelos por locus {NA), heterosigocidad observada {Hq), 
heterosigocidad esperada y el nùmero de alelos estandarizado por el de la muestra 
de menor tamano (NS) (Nei y Chesser, 1983), utilizando GENETIX 4.05 (Belkir, 2000) 
y ESTAT 2.9.3 (Goudet, 2001). Se llevô a cabo la prueba de desviaciôn del equilibrio 
de Hardy-Weinberg utilizando el test de probabilidad de (Guo y Thompson, 1992), 
disponible en GENEPOP 4.0.1 (Raymond y Rousset, 1995), haciendo las 
comparaciones por locus y poblaciôn. Se probô la existencia de desequilibrio en 
ligamiento entre cada par de loci, como es estimado por el test exacto de Fisher 
utilizando el programa GENEPOP 4.0.1. Ambas pruebas, del equilibrio de Hardy- 
Weinberg y y desequilibrio en ligamiento se llevaron a cabo con inferencia bayesiana,
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Utilizando cadenas de Markov (con 10000 pasos de dememorizacion, 1000 grupos, 2000 
iteracciones/grupo) (Guo y Thompson, 1992). Todos los val ores de P de comparaciones 
multiples from fueron corregidos utilizando la correccion secuencial de Bonferroni 
(Rice, 1989).
Se llevô a cabo una prueba estadfstica bimodal para cada locus y sitios de 
muestreo para detector posibles errores de genotipado debido a una posible 
amplificaciôn preferencial de uno de los dos alelos, tamanos mal asignados durante el 
genotipado p presencia de alelos nulos utilizando los program as DROPOUT (McKelvey 
y Schwartz, 2005) y MICRO-CHECKER v2.23 (Van Oosterhout et al., 2004).
6.2.2.4 Diferenciaciôn de las poblaciones y  flu jo genético
Fueron utilizados los très métodos générales para evaluar el flujo genético entre 
poblaciones, es decir, por medio de los estadfsticos de F (cuya hipôtesis nula es no 
diferenciaciôn, o flujo genético), métodos de prueba de estructura basados en inferencia 
bayesiana y métodos de asignaciôn. Para probar la posibilidad de la importancia de la 
contribuciôn de mutaciones paso a paso (SMM) en la diferenciaciôn en lo loci 
utilizados, se llevô a cabo el procedimiento de aleatorizaciôn del tamano de los alelos 
(Hardy et al., 2003). La prueba fue llevada a cabo entre poblaciones para determinar el 
estadfstico adecuado para caracterizar la diferenciaciôn entre muestras, ya que un 
resultado global significativo sustentarfa la utilizaciôn de R^j en vez de las mâs 
tradicionales medidas de F^j. La significaciôn fue evaluada con 10 000 pasos de 
aleatorizaciôn. Con base en estos resultados, se determinô que las F^t eran mâs 
adecuadas que las ya que la mutaciôn no mostraba un efecto significativo sobre el
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cambio en el tamano de los alelos, sustentando que la variaciôn estaba mâs relacionada 
con eventos de dériva hacia cada poblaciôn (Hardy et al., 2003; Lugon-Moulin et al., 
1999).
Dado que las medidas tradicionales de diferenciaciôn y evaluaciôn del flujo 
génico entre poblaciones como F st y Gsr han sido consideradas como no adecuadas con 
niveles de diferenciaciôn bajos (Hedrick, 1999; Hedrick, 2005; Heller et al., 2010; 
Heller y Siegismund, 2009; Jost, 2008; Nagylaki, 1998), las estimas diferenciaciôn 
fueron hechas considerando las D e st  (Jost, 2008), usando el programa SMOGD 1.2.5 
(Crawford, 2010). La diferenciaciôn en estas medidas no debe ser tomada como tal, y 
mâs bien las tendencias en los resultados a través de las poblaciones son consideradas 
para evaluar la difreneciaciôn de forma no desviada por los valores minimos en el total 
de las muestras, lo cual es generalmente mâs informativo. Los valores de Fst fueron 
también estimados con fines de comparaciôn, mediante las estimas basadas en la 
identidad de los alelos por pares (Weir y Cockerham, 1984), usando el programa 
Arlequin versiôn 3.1 (Excoffier et al., 2005).
Con la finalidad de evaluar las hipôtesis de estructura genética esperada entre los 
dos morfotipos (prolixus-chapalanus) y entre diferentes hâbitats (profundidad-lacustre- 
manantial) la significaciôn de la variaciôn molecular fue agrupada en diferentes niveles 
usando un Anâlisis Molecular de la Varianza (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) en el 
programa Genodive 2.0bl7 (Meirmans y Van Tienderen, 2004). Se utilizô 
estandarizaciôn de Meirmans del estadfstico F (el cual es ponderado por los valores 
mâximos) (Meirmans, 2006). La significaciôn de los valores de P fue ajustada por la 
correcciôn secuencial para pruebas multiples de Bonferroni (Rice, 1989), con un valor 
de a  de 0.05. La ordenaciôn de la variabilidad entre muestras fue analizada por medio
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de un anâlisis de correspondencia (Guinand, 1996) implementado en el programa 
Genetix v.4.05.2 (Belkir, 2000).
El flujo genético entre muestras fue inferido por medio de la probabilidad de 
pertenencia de los individuos a grupos genéticos discretos, con el programa 
STRUCTURE 2.0 (Pritchard et al., 2000), el cual usa un método de aproximacion 
bayesiana para inferir el numéro de poblaciones (K) con mejores valores de 
probabilidad posterior y estimar asf el grado de mezcla genética en los individuos que 
conforman una muestra. Las simulaciones fueron llevadas a cabo bajo un modelo de 
mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas, dado el cercano parentesco de las 
poblaciones. El procedimiento de cadenas de Markov consistiô en de 3X10^ seguidas de 
un periodo de dememorizacion de 3X10^. La inferencia del valor de K mâs probable fue 
llevada a cabo con cambio en el valor modal de K (Evanno et al., 2005). Se probaron 
los diferentes valores posibles de K a partir del numéro de muestras en el anâlisis (1- 
10).
Una prueba de asignaciôn bayesiana fue implementada también en el programa 
GENECLASS 2.0 (Piry et al., 2004a), el cual estima la probabilidad que cada individual 
posee de pertenecer a la poblaciôn de referencia. En este caso, con la finalidad de 
estimar el porcentaje de autoasignaciôn (una medida relativa que puede relacionarse con 
el grado de aislamiento de una poblaciôn), las poblaciones de referencias fueron las 
mismas que las de prueba. En un segundo paso, se probô la asignaciôn a poblaciones de 
acuerdo al morfotipo observado en cada una (prolixus o chapalanus). El procedimiento 
siguiô el método de exclusiôn parcial (Rannala y Mountain, 1997), y la simulaciôn 
consistiô de 10,000 individuos.
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El flujo genético puede estimarse como resultado del flujo reciente y asimétrico 
entre poblaciones, asi mismo, puede evaluarse de acuerdo al numéro de individuos que 
fisicamente se trasladan entre poblaciones. Para ambas estimas se utilizaron métodos de 
coalescencia con el programa BayesAss+ vl.3 (Wilson y Rannala, 2003). Este método 
estima la proporcion de migrantes de una poblaciôn a otra, para lo cual se disena una 
bùsqueda por medio de cadenas de Markov e inspecciôn de los valores de Likelihood 
alcanzados. Se llevaron a cabo cinco bùsquedas independientes para asegurar 
convergencia de parâmetros, y posteriormente se aplicô una prueba de mâxima 
verosimilitud para probar la significaciôn de los valores de probabilidad posterior en las 
tasas de migraciôn (Wilson y Rannala, 2003). La comparaciôn de las tasas de flujo 
genético obtenidos por BayesAss y el numéro de migrantes entre poblaciones permitiô 
distinguir entre flujo y dispersiôn.
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. . .  6 .3  R e s u l t a d o s
La red de haplotipos résultante del anâlisis “median joining network” de todas 
las poblaciones de Cambarellus del centro de México mostrô una estructura geogrâfica 
(Figura 3). La estructura filogeogrâfica refleja las principales cuencas de esta region. En 
este sentido, se diferencia como monofilético un grupo de haplotipos separado por una 
mutaciôn en la posiciôn 269 del gen 16S del resto de haplotipos. Este grupo, en adelante 
denominado “Grupo Chapala” , contiene a las poblaciones de la cuenca del mismo 
nombre, que incluye la parte baja del rfo Lerma, la cuenca del rfo Duero y el Lago 
Chapala y sus alrededores. Es en este grupo es donde se encuentran el morfotipo 
prolixus, proveniente exclusivamente de poblaciones del Lago Chapala, y el morfotipo 
chapalanus, proveniente de diferentes poblaciones de escasa profundidad (menos de 
4m) del Lago y de los afluentes al mismo.
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Figura 3. Red de haplotipos construida con al algoritmo “median joining” a partir de la 
informaciôn mitocondrial (genes 12S y 16S) para las poblaciones de Cambarellus del 
centro de México. Colores de acuerdo a la distribuciôn, mostrada en el mapa. En 
amarillo el grupo de haplotipos Chapala, correspondiente geogrâficamente a la cuenca 
de Chapala, y que ademâs incluye a los morfotipos identificados como chapalanus 
(correspondiente a Cs. chapalanus) y prolixus (correspondiente a Cs. prolixus).
La diferenciaciôn mitocondrial entre poblaciones del Grupo Chapalanus, medida 
por medio de las <Î>st, résulta en valores significativos principalmente por la alta 
diferenciaciôn de las poblaciones del manatial de Camécuaro y Venustiano Carranza 
con respecto a varias otras poblaciones (Tabla 2). La poblaciôn de Cotija, tomada aqui 
como referencia de una poblaciôn externa a Chapala présenta diferencias significativas 
con la mayoria de las poblaciones del Grupo.
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Tabla 2. 0^^ entre las poblaciones del grupo Chapala analizadas con el ADN 
mitocondrial.
ISP CAL COL CALA AJI JAM BRI CAM VEN COT LUZ PAL HUA
ISP
CAL 0.047
COL 0.168 0.224
CALA 0.050 0.067 0.103
AJI 0.027 0.007 0.161 0.040
JAM 0.038 0.005 0.130 0.018 0.007
BRI 0.073 0.103 0.018 0.022 0.061 0.031
CAM 0.183 0236 0.085 0.091 0.175 0.124 0.057
VEN 0.169 0209 0.089 0.084 0.144 0.115 0.057 0.070
COT 0.181 0273 0.173 0.150 0206 0.204 0.129 0.161 0.183
LUZ 0.409 0.524 0.234 0279 0.443 0.433 0.263 0278 0.416 0293
PAL 0.106 0.171 0.206 0.108 0.053 0.105 0.112 0.206 0.161 0.195 0.567
HUA 0.346 0.475 0.338 0.308 0.382 0.386 0.282 0.324 0.351 0.314 0.897 0.445
NEG 0.112 0.027 0277 0.187 0.077 0.113 0.239 0293 0.373 0293 0.754 0.367 0.843
En negritas se muestran los valores significativos después de la correcciôn de Bonferroni 
(P<0.05).
El anâlisis de molecular de la varianza (AMOVA) no mostrô evidencias 
significativas de una estructuraciôn de la variaciôn mitocondrial de acuerdo a 
morfotipos (Tabla 3). De igual manera, los valores no mostraron significancia cuaiido el 
tipo de hâbitat era considerado como factor.
Tabla 3. Anâlisis molecular de la varianza (AMOVA), probando a diferentes 
hipotesis de arreglo jerârquico en la variaciôn genética mitocondrial de las 
poblaciones del Grupo Chapala.
Agrupaciôn Fuente de variaciôn % variaciôn Estadfstico E.S. P
Morfotipos Dentro poblaciones 79.41 Fis 0.205 0.74386 0.001
prolixus Vs chapalanus Entre poblaciones 14.58 Fsc 0.155 0.13661 0.001
Entre morfotipos 5.99 F et 0.059 0.05617 0.53
Habitats Dentro poblaciones 87.62 Fis 0.212 0.380 0.001
prolixusV schapalanusV s
Camécuaro Entre poblaciones 12.73 Fsc 0.123 0.055 0.001
Entre habitats 0.36 Fct 0.003 0.001 0.431
En negritas valores significativos tras la correcciôn secuencial de Bonferroni (P<0.05). E.S.= 
error estândar.
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Se llevô acabo una red mitocondrial enfocândose en el Grupo Chapala, con la 
finalidad de visualizar con mâs detalle la estructura haplotipica en las poblaciones 
contenidas en este grupo (Figura 3). Principalmente en esta red puede observarse que las 
poblaciones de Isla Patos (en rojo oscuro) y Camécuaro (en azul) no comparten 
haplotipos. Esto podria indicar cierta estructuraciôn entre las poblaciones como 
respuesta a una limitaciôn ya sea al flujo genético o a la migraciôn.
VEN
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Figura 4. Red de haplotipos mitocondriales del Grupo Chapala (genes 12S y 16S). En 
rojo oscuro se muestra la poblaciôn de Isla Patos y en azul la poblaciôn de Camécuaro, 
que no comparten haplotipos. Senalados en la red los colores de las poblaciones usadas 
en el anâlisis de la diversidad nuclear.
El anâlisis de Bayesian Skyline Plot permite observar que con la excepciôn de 
cuando se considéra la totalidad de las poblaciones de Cambarellus en el centro de 
México, el resto de grupos muestran incrementos en el tamano de la poblaciôn. En 
particular, la poblaciôn de la cuenca de Chapala muestra un incremento a partir de
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aproximadamente 0.5 Millones de anos (Ma) (mediana = 0.49 ± 0.03)(Figura 5). Un 
crecimiento un tanto mâs reciente se observa para el morfotipo prolixus (mediana = , 
0.45 ± 0.02) y un tanto mâs reciente en el morfotipo chapalanus (mediana = , 0.31 ± 
0.01). Lo anterior no soporta la hipôtesis de una historia demogrâfica compartida entre 
los morfotipos chapalanus y prolixus, al no tener movimientos del todo 
contemporâneos.
Cambarellus TMVB Cambarellus Cuenca Chapala
1
___ _ \
-------------— --------^r
m orfotipo  chapalanus chapalanus lago Chapala
m orfotipo  prolixus
Figura 5. Bayesian Skyline Plots de diferentes grupos mitocondriales en Cambarellus 
del centro de Mexico. La curva se estimô incluyendo ademâs los individuos de 
morfotipos chapalanus o prolixus, para evaluar la correspondencia entre ambos patrones 
demogrâficos.
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Los niveles de divergencia de los loci microsatélites fueron altos para la mayoria 
de los loci, que mostraron de 3 a 18 alelos por locus (media = 10.4 ± 5.4) y las 
heterozigosidades observada y esperada con val ores medios de Hq = 0. 698 ± 0.244 y 
Hg = 0.532 ± 0.184 (Tabla 3). El indice de fijacion F,s varié entre -0.088 y 0.512 (media 
= 0.18 ± 0.24) y dos loci no mostraron conformidad con el equilibrio de Hardy- 
Weinberg a través de todas las muestras de poblaciones. La prueba de desequilibrio de 
ligamiento no identified val ores significativos de ligamiento entre ninguna pareja de 
loci (Tabla 2).
Tabla 4. Principales descriptor es de las poblaciones y los loci de las poblaciones de 
Cambarellus estudiadas en la cuenca Chapala.
Poblacion N Na He Ho Fis
ISP (P) 313 13.0 0.709 0.504 0333
C A l (?) 23.9 12.0 0.729 0.509 0.252
COL (?) 28.6 12.0 0.683 0.476 0.221
CA2 (?) 27.0 11.8 0.727 0.505 0.224
AJI (C) 24.0 10.3 0.666 0.460 0.229
JAM (C) 15.8 9.8 0.731 0.580 0.157
BRI (C) 23.6 10.8 0.704 0.513 0.227
CAM (C) 23.4 9.3 0.646 0.593 0.056
VEN (C) 233 7.9 0.577 0.413 0.241
Loci NS Na He Ho Fis
P L lllA 25.667 8.111 0398 0.740 0.453
PL13A 25.778 11.556 0.782 0.792 0.016
PL22H 21.444 18.000 0.448 0.921 0.512
Came3F 25.444 2.778 0.479 0.446 -0.068
PL17G 25333 16.889 0.594 0.905 0.347
LD 25.222 2 889 0.189 0.169 -0.088
LQ 25.444 8.111 0.745 0.798 0.023
5B 24.667 12.111 0.650 0.668 0.025
C l 22.667 13.556 0.509 0.847 0.401
N= tamano de la poblacion; A^ A= numéro total de alelos por locus y numéro medio 
de alelos por poblacion, respectivamente; NS= riqueza alélica estandarizada por la 
muestra mas pequena (9.3) usando el método de rarefaccion de FSTAT 2.9.3 
(Goudet, 2001) por locus y por poblacion; heterozigosidades médias esperada {HE) 
y observada {HO) asi como estadistico FIS de Wright por locus y poblacion. 
Valores de FIS en negritas son significativos luego de apiicar la correccion 
secuencial de Bonferroni para pruebas multiples (Rice, 1989).
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No fueron encontrados errores de genotipado relacionados con allele-dropout o 
problemas de alelos nulos, eomo lo muestra la prueba bimodal no significativa 
(F>0.05). La mayoria de los valores de diferenciacion basados en Fgy entre las 
poblaciones analizadas fueron significativos cuando incluyeron las poblaciones de 
CAM Y VEN, y en très casos cuando incluyeron la poblacion de BRI. Los valores de 
DEST entre poblaciones del mismo morfotipo fueron en general menores a los que 
comparaban poblaciones de distinto morfotipo (Tabla 1).
Tabla 5. Valores de diferenciacion a p a rtir de loci nuclear es entre  poblaciones del 
G rupo C hapala.
ISP CAl COL CA2 AJI JAM BRI CAM YEN
ISP (P) 0.0025 0.0103 0.0066 0.0603 0.0899 0.1116 0.1003 0.1749
CAl (P) 0.0000 0.0223 0.0196 0.0315 0.0403 0.1124 0.1008 0.1247
COL (P) 0.0010 0.0040 0.0348 0.0484 0.0702 0.0993 0.1022 0.1508
CA2 (P) 0.0070 0.0000 0.0100 0.0473 0.0446 0.0753 0.0963 0.1240
AJI (C) 0.0190 0.0190 0.0190 0.0120 0.0412 0.0310 0.0642 0.1023
JAM (C) 0.0230 0.0070 0.0240 0.0040 0.0270 0.0555 0.0096 0.0819
BRI (C) 0.0270 0.0250 0.0250 0.0220 0.0290 0.0160 0.0627 0.0910
CAM (C) 0.0440 0.0490 0.0560 0.0440 0.0600 0.0330 0.0330 0.1332
VEN (C) 0.0600 0.0420 0.0560 0.0410 0.0520 0.0330 0.0310 0.0650
Debajo de la diagonal: valores de Fg-g, arriba de la diagonal valores de Dgsx- En negritas se 
muestran los valores de Fg^  significativos tras la correccion secuencial de Bonferroni (P<0.05).
El AMOVA résulté en una agrupacién significativa de la varianza en los casos 
en que la estructura incluia comparaciones entre individuos o entre poblaciones, pero 
ninguna hipétesis de agrupacién mayor résulté en valores significativos, no soportando 
que la estructuracién de la varianza genética entre morfotipos ni entre posibles habitats 
selectivos (profundidad, litoral, manantial).
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T abla 6. AMOVA de loci nuclear es, probando diferentes hipétesis de 
estructuracién  je rà rq u ica  de la variabilidad genética en las poblaciones analizadas.
Agrupado en
Fuente de 
variacion
%
variation F Statistics SE P
dentro individuos 72.3 Fit 0.274 0.078 —
Poblacion entre individuos 25.1 Fis 0357 0.082 0.001
entre poblaciones 2 3 Fst 0.023 0.009 0.001
dentro individuos 0723 Fit 0.277 0.079 —
Poblacion entre individuos 035 Fis 0357 0.082 0.001
Prolixus Vs chapalanus entre poblaciones 0.018 Fsc 0.018 0.009 0.001
entre morfotipos 0.008 Fct 0.008 0.005 0.01
dentro individuos 0.723 Fit 0.277 0.078 —
Poblacion entre individuos 035 Fis 0357 0.082 0.001
Profundidad Vs litoral Vs manantial entre poblaciones 0.014 Fsc 0.014 0.008 0.001
entre grupos 0.013 Fct 0.013 0.007 0.003
En negritas se indican los valores significativos después de la correccion secuencial de 
Bonferroni (F<0.05).
Un primer anâlisis de agrupacién bayesiana fue llevado a cabo para la 
identificacién del numéro de poblaciones genéticamente diferenciadas entre las nueve 
pertenecientes al Grupo Chapala. Este anâlisis mostré el valor modal de AK en K=2 
(Figura 6), soportando la existencia de dos grupos genéticos (Pritchard et al., 2000). Un 
segundo anâlisis considéré la agrupacién en dos poblaciones de acuerdo al morfotipo 
(Figura 6) con la finalidad de evaluar la hipétesis a priori de agrupacién de los 
individuos en categorias genéticas determinadas.
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Figura 6. Anâlisis de agrupacién bayesiana basado en loci nucleares, de los individuos 
de poblaciones de morfotipos prolixus y chapalanus, Arriba se muestra la asignacion 
individual de las nueve muestras por separado (1-4 muestras, de morfotipo prolixus; 5- 
9, muestras de morfotipo chapalanus), y abajo cuando estas fueron asignadas a dos 
grupos en funciôn del morfotipo (1 = prolixus, 2 = chapalanus). La decision del numéro 
de grupos genéticos en cada caso fue basada en la mas alta probabilidad posterior, en 
términos del cambio en K (AK), la cual es calculada como la media de los valores de la 
segunda derivada de L(K) (Evanno et al., 2005). El orden de las muestras sigue el de las 
tablas de anâlisis nucleares.
La prueba de asignacion por muestras déterminé correctamente la poblacién de 
origen de la mayoria de los individuos (Tabla 7). El valor medio de autoasignacién en 
muestras del morfotipo prolixus fue mayor que el de muestras del morfotipo chapalanus 
(media = 0.321, ±0.078, media = 0.206, ± 0.084 respectivamente). Por otro lado, el 
promedio de asignacién de las muestras del morfotipo prolixus a las del morfotipo 
chapalanus fue menor que la asignacién inversa (media = 0.139 ± 0.081, 0.239 ± 0.057 
respectivamente).
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Tabla 7. Valores medios de asignacion de individuos de las poblaciones en filas a 
las poblaciones en columnas, estimados en GeneClass.
ISP CAl COL CA2 AJI JAM BRI CAM VEN
ISP 0.700 0.344 0.215 0385 0.092 0.153 0.147 0.07/ 0.137
CAl 0.274 0.713 0.176 0.298 &067 0.098 0.084 OJWO 0.074
COL 0375 0.375 0.692 0.428 0.168 0.191 0.217 0.119 0.207
CA2 0378 0.361 0.244 0.815 0.174 0.222 0.206 0.112 0.196
AJI 0.340 0393 0338 0345 0.713 0.168 0.219 0J#6 0.229
JAM 0345 0.183 0.154 0.272 0.089 0.693 0.154 0.129 0.164
BRI 0.185 0.301 0.214 0386 0.129 0335 0.706 0.179 0328
CAM 0.272 0.248 0334 0.307 0.117 0.350 0.294 0.801 0304
VEN 0.071 0.115 0.231 0.144 0.216 0.199 0.305 0.258 0.845
En negritas valores medios de asignacion de los individuos a sus poblaciones de origen y 
enmarcados los valores de las poblaciones de cada morfotipo (verde=prolixus, 
rojo=chapalanus).
La proporciôn de migrantes fue estimada siguiendo dos esquemas. En primer 
lugar se estimaron los parâmetros de migraciôn entre las muestras (Tabla 8) y en un 
segundo paso, se estimaron las tasas de migraciôn por morfotipo. La mayoria de los 
valores significativos involucraron en la estima por muestras por un lado a la muestra 
ISP como douante de las poblaciones del morfotipo prolixus y de AJI y por otro a la 
muestra VEN como douante de très muestras del morfotipo chapalanus (Tabla 8).
Tabla 8. Tasas de m igraciôn en tre  m uestras de am bos morfotipos.
ISP C A l COL CA2 AJI TAR BRI CAM VEN
ISP 0^»37 0.003 0.003 0.004 i 0.003 0.003 0.003 0.005 0.04
GAI 0.206 0.Ô8 0.005 0.005 ! 0.005 0.006 0.005 0.007 0.077
COL 0.223 0.004 0.Ô77 0.004 i 0.004 0.004 0.004 0.004 0.071
CA2 0.218 0.004 0.005 0 ^  i 0.004 0.005 0.004 0.007 0.069
AJI 0:204 0:005 0.005 0.006 0.679 0.006 0.005 0.006 0.081
TAR 0.045 0.008 0.008 O.OI 0.007 0.69 0.008 O.OII 0.21
BRI 0.055 0.005 0.005 0.005 0.004 0.005 0.679 0.005 0.233
CAM 0.018 0.005 0.005 0.004 0.005 0.005 0.005 0.683 0.266
VEN 0.003 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002 0.985
El sentido de la migraciôn es de las muestras en columnas a muestras en renglones. En negritas 
se indican los valores significativos (P<0.05, 10,000 simulaciones), en cursivas se muestran los 
valores de la poblacion de origen (que se pueden interpretar como de no inmigraciôn) y en color 
se indican las muestras de un morfotipo (verde=prolixus, rojo=chapalanus).
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Las pruebas de asignacion y migraciôn por morfotipo sirvieron para comparar 
migracion/asignaciôn y distinguir asi entre dispersion y flujo genético, lo cual puede ser 
evaluado a partir de valores no concordantes (Tabla 9). La no concordancia entre tasas 
de migraciôn y de asignaciôn provee una estimaciôn de la intensidad del flujo genético 
entre dos poblaciones (Piry et al., 2004b). En este caso, se encontraron altos niveles de 
asignaciôn incluso cuando las comparaciones consideraban diferentes morfotipos (Tabla 
9). Las tasas de no migraciôn fueron altas en cada morfotipo, sin embargo, las de 
migraciôn fueron relativamente bajas y bastante mas bajas que los valores de asignaciôn 
correspondientes. Esto puede ser interpretado como una senal de flujo genético, al haber 
escasa llegada de inmigrantes recientes, sobre todo cuando se considéra el morfotipo 
prolixus como receptor y chapalanus como douante. Lo anterior corresponde con un 
escenario en el que, aunque fisicamente haya pocos migrantes entre los morfotipos, la 
asignaciôn es mayor, como resultado del flujo genético entre generaciones lo cual suele 
interpretarse como evidencia de interrupciôn del flujo genético.
Tabla 9. Tasas de m igraciôn entre morfotipos estimadas en BayesAss y valores 
medios de asignacion estimados en GeneClass.
Prolixus Chapalanus
Prolixus 0.949/0.735 0.05/0.298
Chapalanus 0.101/0.581 0.898/0.671
Valores a la izquierda denotan tasas de inmigraciôn de morfotipos en columnas a morfotipos en 
filas. Los valores a la derecha denotan los valores medios de asignaciôn de individuos de 
morfotipos en filas a morfotipos en columnas. Las tasas de no-migraciôn y valores de auto- 
asignaciôn estân indicados en negritas.
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. . .  6 .4  D is c u s iô n
Diferentes marcadores moleculares suelen proveer de evidencias complementarias 
de la estructura de las poblaciones en un grupo, lo que permite estudiar como los 
procesos evolutivos a diferentes escalas temporales han moldeado los patrones de 
heterogeneidad genética (Nguyen y Austin, 2004; Souty-Grosset et al., 1997). Mi entras 
en unos casos los patrones son similares, la discordancia entre sus resultados puede 
resultar de efectos diferenciales de la dériva y la mutacion entre los tipos de marcador 
usados, o bien, estar sustentada en patrones de dispersion o migraciôn diferenciales 
(Gouin et al., 2002). Como ha sido observado en otros estudios con cangrejos de rio, 
incluir datos mitocondriales y nucleares para describir la variacion genética aporta 
evidencias valiosas para discernir entre los factores histôricos (en el caso de la 
informaciôn mitocondrial) y recientes (con microsatélites) relacionados con la 
configuraciôn actual de las poblaciones (Crandall et al., 2000; Gouin et al., 2006). 
Debido a las altas tasas de mutacion (Goldstein et al., 1999), los loci microsatélites son 
marcadores nucleares que han probado ser utiles para detectar flujo genético y la 
estructura de las poblaciones a escalas temporales muy recientes (Baric et al., 2005; 
Gouin et al., 2006) y han permitido detectar translocaciones o altas capacidades de 
dispersion en diferentes especies.
En este trabajo se obtiene evidencia que soporta escenarios evolutivos tanto 
histôricos como recientes acerca de las poblaciones de Cambarellus en el centro de 
México. En primer lugar, la variacion mitocondrial permitiô identificar un patrôn
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filogeogrâfico asociado a las cuencas hidrologicas del centro de México y sustenté la 
estructura haplotipica diferenciada del Grupo Chapala, que incluye las poblaciones de la 
actual Cuenca de Chapala con los morfotipos prolixus y chapalanus. La correspondencia 
entre estructura filogenética y geogrâfica ha sido previamente evaluada en el estudio 
filogenético del género Cambarellus (ver Capitulo 3) y en otros estudios con especies 
de agua dulce habitando la Mesa Central de México. Junto con la actividad volcânica y 
los cambios estructurales entre las cuencas hidrologicas, eventos climâticos 
transcurridos a lo largo del plioceno han sido identificados como los principales factores 
involucrados en la diversificacion de estos grupos (Doadrio y Dominguez, 2004; 
Dommguez-Dommguez et al., 2007). En congruencia con esto, se ha propuesto que los 
patrones filogeogrâficos del género se han visto influenciados por la formacion de 
grandes sistemas lacustres hacia finales del Mioceno, inicios del Plioceno (ver Capitulo 
4 de esta tesis). Evidencia de la existencia de uno de estos sistemas, el Lago Xalisco, al 
formarse una depresion en la meseta volcânica como resultado de la actividad tectônica 
hace 0.5 Ma (de Cserna y Alvarez, 1995), podria explicar la diferenciacion del Grupo 
Chapala. La estructura mitocondrial encontrada en las poblaciones de Camécuaro y 
Venustiano Carranza podria tener relacion con las constantes modificaciones en el 
régi men hidrico observadas a partir del Pleistocene en la region, que han podido aislar 
momentâneamente partes del sistema, y conectarlos repetidamente. Los patrones de 
estructuracién haplotipica sustentan una separacion temporal de Camécuaro 
posiblemente reflejando un aislamiento de la cuenca del rfo Duero. La progresiva 
disminucion del sistema lacustre de Xalisco hasta la actual configuraciôn de la cuenca 
de Chapala se ha documentado con evidencia geolôgica (Fernex et al., 2001) y puede 
estar relacionado con la separaciôn mitocondrial de la poblacién de Camécuaro. Este 
aislamiento sin embargo no se sustenta con la informaciôn nuclear, al registrar un flujo
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genético considerable entre Camécuaro y el lago Chapala, lo que como antes se ha 
explicado, parece deberse a que una variacion genética mas reciente pudo ser detectada 
por los loci microsatélites (Sunnucks, 2000).
La especificidad del habitat de prolixus y el que sea la ùnica especie del género con 
esta caracteristica, hacen suponer que se trata de una especializacion a partir de un 
antecesor habitante de la zona litoral o de rio. Séria esperable entonces que esta 
especializacion se basara en adaptaciones al medio en profundidad. Dadas las 
condiciones ecologicas de Chapala a esas profundidades (De Anda et al., 1998; De 
Anda et al., 2000; Fernex et al., 2001), entre otras cosas es posible que las adaptaciones 
se relacionen con la falta de luz, ya que los cambios morfologicos son similares a los 
que se observan en especies cavernicolas, como un plan corporal y extremidades 
alargadas (Buhay y Crandall, 2009; Crandall y Buhay, 2008). Esto séria congruente con 
la presencia de un ambiente adaptative para prolixus.
Contrario a lo observado con la poblacion de Camécuaro, la informaciôn 
mitocondrial no soporta una diferenciaciôn del morfotipo prolixus del resto del Grupo 
Chapala, sin embargo el previo incremento en el tamano de la poblaciôn (hace a partir 
de 0.5 Ma aproximadamente), puede estar relacionado con una historia evolutiva 
separada de la poblaciôn del morfotipo chapalanus en el Lago Chapala (si bien la 
diferencia no es significativa). Contar con una hipôtesis temporal plausible de la 
separaciôn entre ambos morfotipos séria de gran ayuda para el entendimiento de los 
patrones de variabilidad actuales (Losos y Mahler, 2010) y distinguir finalmente entre la 
hipôtesis de separaciôn incompleta de los linajes (relacionada con divergencia
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adaptativa) y la de flujo genético (relacionada con contacto secundario) (Hey, 2006; 
Hey y Nielsen, 2007).
La evidencia mitocondrial y nuclear es coherente con un menor flujo genético entre 
muestras de habitats diferentes que entre muestras de un mismo habitat. Esto dériva de 
la observacion de que la muestra encontrada a mas profundidad (ISP) esta diferenciada 
de las poblaciones de litoral y de la de manantial (BRI, VEN y CAM). Este patron 
ademâs es coherente con la existencia de flujo genético intermedio entre habitats, 
mientras el resto de poblaciones bien podrian representar una zona de contacto entre 
ellos. Lo anterior soporta la asunciôn original de que las condiciones de profundidad en 
el Lago Chapala representan un habitat selectivo y ademâs que éste tiene influencia en 
el aislamiento reproductivo.
El esclarecimiento de los factores ambientales de seleccion asf como los rasgos del 
morfotipo prolixus sobre los que han actuado constituirfan un marco mâs completo para 
el estudio de la presencia de divergencia adaptativa en este sistema. Hay un numéro 
creciente de estudios que han documentado el papel de la seleccion natural sobre la 
especiacion en la diversificacion intraespecffica, siguiendo mecanismos que relacionan 
plasticidad morfologica especialmente como la base de seleccion disruptiva o 
direccional (Barrett et al., 2008; Schlôtterer, 2002; Schluter, 2009; Schluter et al., 
2010).
La respuesta a la pregunta de si la interrupciôn de flujo genético entre ambientes se 
ha dado o no en simpatria no constituye el objetivo de este trabajo, pero brindarfa 
elementos utiles para una adecuada interpretaciôn de los patrones observados. Los
248
6. Evaluaciôn del flujo genético  entre m orfotipos de Cambarellus
patrones de variabilidad genética, principal mente los provenientes de la evidencia 
nuclear, sustentan un grado de diferenciaciôn del morfotipo prolixus, que sin embargo 
mantiene ciertos niveles de flujo genético con otras poblaciones, que disminuye con el 
cambio en las condiciones ecolôgicas a aquellas présentes en la zona litoral. Es posible 
que la cuenca del rio Duero haya estado temporal mente aislada y luego por eventos 
climâticos y/o volcânicos, se haya unido a la cuenca de Chapala nuevamente. La 
importante actividad tectônica alrededor de la cuenca Chapala durante el Pleistoceno ha 
sido propuesta como responsable de la actual configuraciôn hidrolôgica de la cuenca 
(Fernex et al., 2001) y podria explicar la estructura haplotipica actual.
El interval o de tiempo de separaciôn entre los grupos prolixus y chapalanus pudo no 
ser suficiente para el désarroi lo de barreras reproductivas, dando lugar al flujo genético 
intermedio evidenciado por los patrones de migraciôn entre hâbitats. Hoy en dfa, el 
contacto secundario y la résultante introgresiôn extendida entre ambos grupos provoca 
que los patrones de estructura mitocondrial ente hâbitats no sean détectables, pero es 
probable que las condiciones ecolôgicas eviten el contacto de las poblaciones en 
profundidad. Por otra parte, ciertas modificaciones en las condiciones hidricas y 
batimétricas que se han documentado en Chapala pueden facilitar el contacto entre 
ambos morfotipos en la historia reciente. Una drâstica disminuciôn de la superficie y la 
capacidad del Lago a consecuencia del cambio en el régimen de afluencia proveniente 
del rfo Lerma y de la intensa actividad de extracciôn de agua para consumo humano se 
han registrado en el siglo 20, y han resultado en las mâs fuertes modificaciones en los 
niveles batimétricos del lago desde el Pleistoceno (De Anda et al., 1998; Fernex et al., 
2001; SARH, 1981). Estas modificaciones pueden propiciar las zonas de contacto entre
249
6. Evaluaciôn del flujo genético entre m orfotipos de Cambarellus
los morfotipos, y posiblemente sean factores importantes en la estructura de las 
poblaciones y el flujo genético observado hoy en dfa.
Un escenario alternativo de hibridaciôn sin divergencia adaptativa sin embargo, no 
aporta evidencias para explicar la asociacion entre la divergencia morfologica de 
prolixus, la diferenciacion nuclear y las condiciones de profundidad en que habita, 
mientras que esta asociacion serfa fâcilmente explicable por un escenario adaptativo 
relacionado con las condiciones de profundidad especfficas del Lago Chapala. La 
existencia de este mecanismo adaptativo parece necesaria y serfa independiente del 
tiempo en que se ha dado y de la condicion de simpatrfa o no con el morfotipo 
chapalanus, que se observa actual mente.
Este estudio soporta un grado de diferenciaciôn entre la poblaciôn que habita un 
ambiente especffico (ISP) y las del resto de hâbitats CAM/VEN y es coherente con que 
este evento de adaptaciôn se ha dado en escalas histôricas y los niveles de flujo genético 
reciente soportan la idea de una separaciôn genética progresiva de los morfotipos que se 
corresponde con la progresiôn entre tipos de hâbitat. El patrôn de flujo genético 
intermedio no es un impedimento de la especiaciôn ecolôgica (Schluter, 2009). Lejos de 
ello, estudios expérimentales han probado que utilizando loci neutrales como los 
microsatélites, el flujo genético intermedio es un patrôn esperable acompanado de 
selecciôn divergente fuerte y tamahos poblacionales grandes (Thibert Plante y Hendry, 
2010).
De este modo, el escenario mâs coherente involucra ambos modelos de especiaciôn, 
en el que se observa un proceso de hibridaciôn entre dos entidades genéticas aisladas
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temporal mente y unidas con posteriori dad. Actualmente el flujo genético observado en 
parte del interval o de distribuciôn estaria determ inado por condiciones ecolôgicas 
contrastantes, y habiendo interrupciôn de flujo genético no atribuible a mecanismos de 
aislamiento precigôtico, esperables en los mecanismos de especiaciôn alopâtrica. La 
evidencia de este trabajo es coherente con la influencia relativa de ambos modelos de 
especiaciôn (Schluter, 2009) y représenta un escenario de complejidad en que la 
separaciôn de los fenômenos histôricos y recientes es indispensable para el estudio 
evolutivo de poblaciones naturales (Thibert Plante y Hendry, 2010).
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l i  i , 1 E l  e s t u d io  d e  l a  d iv e r s id a d  y  l a  e s p e c ia c iô n  a  d if e r e n t e s
ESCALAS EVOLUTIVAS
La comprensiôn de como se origina y evolueiona la diversidad es el objetivo 
central de la biologia evolutiva. En esta tesis, se han intentado resolver distintas 
preguntas evolutivas que implican diferentes niveles en los que los mecanismos 
evolutivos pueden ser estudiados, desde a nivel de poblaciones como filogenéticos. Por 
tanto, es especialmente importante determinar las unidades a las euales la evoluciôn 
puede ser descrita, lo eual requière de eonsiderar algunos coneeptos previos en 
eonseeueneia. En este sentido, al conformarse por distintas escalas del estudio 
evolutivo, esta tesis se utilizan las caracteristicas de diferentes coneeptos de espeeie, ya 
que de la muiltitud de coneeptos propuestos, ninguno apliea de manera adecuada a todo s 
los niveles involucrados en esta tesis. Primero, en el eoneepto biolôgieo de especie 
(Mayr, 1995): “especies son grupos de poblaciones que se reprodueen entre si y que 
estân reproduetivamente aisladas de otros grupos similares”, es decir, toda unidad 
evolutiva aislada genéticamente de forma significativa (Coyne and Orr, 2004).
El adoptar el eoneepto biolôgieo de espeeie implica que la especiaciôn puede 
identifiearse con los patrones microevolutivos o de poblaciones, con base en la 
evoluciôn de mecanismos de aislamiento reproductivo, entendido eomo la auseneia o 
restrieeiôn del flujo genético entre poblaciones euyos miembros estân en contacto, que 
esencialmente no llevan a cabo intercambio génico en algùn grado. Sin embargo, el 
adoptar esta definieiôn no impliea que el aislamiento reproductivo sea esencial para la 
divergencia morfolôgica, ecolôgica o genética, o que estos aspectos sean menos
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importantes en el origen de la diversidad biolôgica (Turelli et al., 2001), sin embargo no 
considéra la relevaneia que en la diversificacion pueden tener estos aspectos biolôgieos 
de los organismos, que como se ha demostrado, ha sido importante en la adquisieiôn de 
aislamiento reproductive en varios grupos de organismos. Es por lo anterior, que es 
necesario hacer referencia a el eoneepto ecolôgico de espeeie, ya que récupéra la 
importune ia que los fenômenos adaptativo s pueden tener sobre la especiaciôn: “una 
especie es un linaje (o un conjunto de linajes cercanos) que ocupa una zona adaptativa 
minimamente diferente de aquella de cualquier otro linaje en su distribuciôn, el cual 
evolueiona separadamente de todos los linajes fuera de su distribuciôn” (Van Valen, 
1976).
Cuando se considéra una eseala maeroevolutiva sin embargo, otra caracteristica 
es necesaria, relacionada con la definieiôn de la especiaciôn a escalas temporales 
mayores y por ende, eon el eoneepto genealôgieo de espeeie (Baum and Donoghue, 
1995; Shaw, 1998): “una especie es un grupo exelusivo de organismos euyos genes 
eoalescen mâs reeientemente entre sus miembros que eon miembros de otros 
organismos fuera de esc grupo, y que no eontiene un grupo no exelusivo” (es decir, un 
grupo defînido por su aneestria y monofilia). Este eoneepto es especialmente importante 
cuando se estudian los patrones de diversifieaeiôn entre linajes. El estudio de estas 
caracteristicas en grupos de cangrejos de rio representativos eonstituyô un objetivo 
central de esta tesis.
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ï 11.2 P a t r o n e s  d e  e v o l u c iô n
IH.2.1 Patrones Microevolutivos
111.2.1.1 Variacion mitocondrial, fHogeografîa y  genética de poblaciones
En esta tesis los procesos de anagenesis abordados se relacionan con la 
variabilidad genética en dos grupos de cangrejos de rio, lo que permitiô identificar la 
importancia de las fuerzas que la determinan. La dériva, en ambos casos, resultô la 
fuerza que mediaba principalmente la diferenciaciôn entre entidades evolutivas. En un 
primer easo, el estudio filogeogrâfico permitiô identificar la relaciôn entre los patrones 
de variabilidad genética eon las variaeiones elimâtieas en un eontexto geogrâfieo.
Este estudio describe la estructura mitocondrial de las poblaciones ibéricas del 
eangrejo de rio Austropotamobius italicus en un eontexto filogeogrâfico y teniendo en 
euenta la variaeiôn genética del taxôn, distribuido en la parte sur de Europa. Las 
hipôtesis sub-espeeificas fueron soportadas pareialmente, y una estructura genética 
relacionada con los fenômenos climâticos se postula eomo el principal factor 
explicativo de su variaeiôn. Debido a un muestreo mâs amplio y una estrategia de 
secuenciaciôn, dos diferentes linajes mitocondriales fueron encontrados en la Peninsula 
Ibérica, y la variaeiôn de haplotipos de la poblaciôn se observô en una medida 
considerable eon respeeto a lo reportado de su rango de distribuciôn. Esta evidencia, 
junto eon la dataeiôn de eventos de expansiôn demogrâfiea durante el Pleistoceno ( -  
10.772-20.004 YBP), asi eomo el tiempo de separaciôn de la poblaciôn italiana anterior 
al ultimo mâximo glacial (T = 34.858 anos) sugieren que su presencia actual en el la
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Peninsula Ibérica podria explicarse por una combinacion de diferentes historias de 
dispersion y complejos escenarios biogeograficos. Este estudio propone que, si bien son 
posibles, las traslocaciones realizadas por el hombre no siempre deben ser propuestas 
para explicar los patrones complejos de distribucion de especies que ban sido 
fuertemente afectadas por fenomenos climaticos recientes. Otros estudios 
filogeograficos en cangrejos de rio ban senalado también la importancia de los cambios 
climaticos sobre la estructura baplotipica, en especial los cambios climaticos ocurridos 
durante el pleistocene que parecen explicar los patrones filogeograficos de algunas 
especies de los géneros Enageus en Australia, Astacus y Austropotamobius en Europa y 
Cambarus y Orconectes en Estados Unidos (Alaranta et al., 2006; Baric et al., 2005; 
Beroiz et al., 2008; Bubay and Crandall, 2005; Fetzner Jr and Crandall, 2003; Fratini et 
al., 2005; Gouin et al., 2003; Grandjean et al., 2001; laconelli, 2001; Eargiader et al., 
2000; Pedraza-Lara et al., 2010; Ponniab and Hughes, 2004; Santucci et al., 1997; 
Scbultz et al., 2009; Sbull et al., 2005; Trontelj et al., 2005; Zaccara et al., 2004).
En un estudio posterior, se identifîcaron los principales factores que ban 
contribuido a la variabilidad genética reciente entre diferentes poblaciones del cangrejo 
de rio Austropotamobius italicus en Espana. Eas inferencias de la proporciôn de 
migraciôn entre algunas poblaciones es coberente con el mantenimiento de flujo 
genético, especialmente relacionado con el contacto entre una poblaciôn (La Rioja) y 
varias mas, al ser la poblaciôn de Ea Rioja en la cuenca del Ebro una fuente de 
migrantes para otras poblaciones. Este resultado puede ser explicado por los esfuerzos 
realizados para evitar la extinciôn del cangrejo de rio en otras localidades y que dan 
lugar a frecuentes traslocaciones, una prâctica comùn en diferentes sitios de 
Europa,incluida Espana (Gil-Sâncbez and Alba-Tercedor, 2006; Macbino et al., 2004).
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La traslocaciôn y refundaciôn de poblaciones puede ser una prâctica relativamente 
habituai en las medidas de conservaciôn de esta especie emblemâtica (Gil-Sânchez and 
Alba-Tercedor, 2006; Macbino et al., 2004). La especie A. italicus (junto con su especie 
bermana A. pallipes) es emblemâtica para la conservaciôn de cangrejos de rio debido a 
la dramâtica reducciôn de su distribuciôn y constituye uno de los ejemplos mâs claros 
del efecto que las especies introducidas pueden tener sobre las nativas (Coblentz, 1990; 
Diéguez-Uribeondo, 2006; Gozlan, 2008). En toda Europa, la problemâtica de 
conservaciôn de esta especie ba merecido medidas similares (Alaranta et al., 2006; 
Baric et al., 2005; Gouin et al., 2006; Grandjean et al., 2000) y posiblemente en Espana 
ba dejado su buella en el paisaje genético observado actualmente.
Il 1.2.1.2 Procesos de diferenciaciôn: importancia de la dériva y  el flujo 
genético
De entre los diferentes procesos que estructuran la diversidad genética en 
cangrejos de rio, los procesos de dériva fueron identifïcados como decisivos en la 
estructura genética de las poblaciones de cangrejo de rio analizadas. En la ausencia de 
otras fuerzas evolutivas involucradas, el flujo génico entre poblaciones resultarâ en 
bomogeneidad genética. S in embargo, la dériva provoca que poblaciones aisladas se 
diferencien genéticamente con el tiempo. La divergencia entre sub-poblaciones es una 
consecuencia del balance entre lo efectos del flujo genético que las bacen similares y los 
de la dériva, fuente de la divergencia entre ellas (Allendorf and Luikart, 2007). Existen 
très modelos bâsicos que constituyen una simplificaciôn util para el estudio mucbo mâs 
complejo de las interacciones genéticas en poblaciones naturales. El modelo de 
migraciôn de isla (Wrigbt, 1969) asume que cada subpoblaciôn intercambia migrantes
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con la misma probabilidad. Otro modelo de migraciôn es el de paso a paso, en el que la 
migraciôn entre subpoblaciones disminuye con la distancia entre ellas (Kimura and 
Ohta, 1978). En general la migraciôn en este modelo es menos efectiva sobre la 
diferenciaciôn genética, ademâs de corresponder generalmente con un patrôn de 
aislamiento por distancia (Allendorf and Luikart, 2007). El tercer modelo es el de 
distribuciôn continua, en el que las barreras al flujo genético no son évidentes a lo largo 
de grandes contextos geogrâflcos, y en el que el se define el concepto de “vecindario”, 
considerado como la extensiôn en la que los individuos conforman una poblaciôn 
panmictica (Manel et al., 2003).
A diferencia de la mutaciôn, las variables genéticas involucradas en la 
demografïa parecen afectar el paisaje genético de las poblaciones (Allendorf and 
Luikart, 2007). Lo anterior puede identificarse con un alto nivel de flujo genético, 
posiblemente relacionado con la capacidad de dispersiôn (Allendorf and Luikart, 2007; 
Gouin et al., 2002; Largiader et al., 2000). Algunas propiedades biolôgicas de los 
cangrejos de rio pueden facilitar la dispersiôn y el contacto entre poblaciones, como la 
capacidad de invadir nuevos habitat en algunos casos, y en otros una importante 
plasticidad en atributos ecolôgicos, como la tolerancia fisiolôgica a condiciones 
ambientales y la plasticidad morfolôgica asociada (McMahon, 2002; Nystrôm, 2002; 
Vogt, 2002).
S in embargo, la facilidad para la dispersiôn de este grupo no evitô la 
diferenciaciôn de dos grupo s genéticos bien diferenciados de A. italicus en Espana, y 
distribuidos diferencialmente, uno asociado al norte y noreste de Espana y otro al sur y 
levante. La mayor parte del contacto entre poblaciones se da en la regiôn sur, lo que, a
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falta de explicaciones biogeogrâficas satisfactorias, probablemente sea debido a 
introducciones realizadas por el hombre. Esto sin embargo no implica un origen no 
autôctono de estas poblaciones, sino simplemnete una mayor mezcla entre las mismas 
en determinadas regiones.
La dériva fue importante también en el estudio de la diferenciaciôn genética 
entre morfotipos del género Cambarellus, del centro de México. Una importante 
cantidad de flujo genético también fue déterminante, al darse entre las poblaciones 
genéticamente diferenciadas de cangrejo de rio del lago de Chapala poco entendible. 
Este estudio cumple con très de las condiciones propuestas para identifiear divergencia 
adaptativa (Schluter, 2000): 1) origen comùn de los morfotipos; 2) divergencia râpida 
entre ellos; 3) diferenciaciôn genética entre los morfotipos, que fue observada 
parcialmente en esta tesis. Ea estructura genética identificada en este estudio es mâs 
coberente con el modelo de migraciôn paso a paso, en el que la migraciôn y el flujo 
genético aumenta con la distancia entre las poblaciones, como resultado de aislamiento 
reproductivo incompleto.
Ea teoria de divergencia adaptativa predice que el aislamiento reproductivo 
evoluciona a consecuencia de la adaptaciôn a diferentes nichos ecolôgicos (Schluter, 
2000). Las radiaciones adaptativas se caracterizan por niveles elevados de divergencia 
entre taxa como respuesta a la acciôn de la selecciôn natural de manera direccional en 
rasgos ecolôgicamente relevantes. De hecho, el campo de estudio en la divergencia 
adaptativa ha ido en aumento y ha verificado la importancia de ésta cuando hay alta 
divergencia fenotipica y râpida especiaciôn (revisados en (Albertson and Kocher, 2006; 
Koblmüller et al., 2008; Schluter et al., 2010). Evidencias de divergencia adaptativa se
-267 -
D iscusiôn  general
han documentado en grupos de invertebrados como en anfïpodos del Lago Baikal 
(Takhteev et al., 2000), en lapas del lago Ohrid (Albrecht et al., 2006), gastéropodes de 
los lagos Malili en Silawesi (Strong and Glaubrecht, 2008; Von Rintelen et al., 2004), 
cangrejos de los grandes lagos Africanos (Marijnissen et al., 2009) y langostinos (Fryer, 
2006).
Las evidencias colectadas en esta tesis soportan un caso en que la divergencia 
observada entre dos especies hermanas puede estar relacionada a adaptaciôn a diferentes 
condiciones ecolôgicas, es decir, soporta un caso de divergencia adaptativa. De ser 
corroborado, se trataria del primer caso descrito de divergencia adaptativa en cangrejos 
de rio (Astacoidea), y junto a la diferenciaciôn en cangrejos y en langostinos africanos, 
uno de los pocos casos descritos en el orden Decapoda y en invertebrados en general. 
Lo anterior no quiere decir que baya razones genéticas para ello, sino resultado de que 
los estudios de diversificaciôn son mucho mâs abondantes en vertebrados.
Esta tesis provee evidencia que soporta que la especiaciôn alopâtrica, entendida 
como divergencia por dériva y mutaciôn en alopatria, es el patrôn de diversificaciôn 
mâs importante en los grupos de cangrejo de rio estudiados. Ea divergencia adaptativa 
séria observada como poco frecuente, ya que no hay evidencia que sustente que la 
aceleraciôn en la tasa de cladogenésis tenga carâcter adaptative. Dado que los casos en 
los que se présenta pueden ser muy especificos, la presencia de patrones adaptatives 
deberia ser evaluada correctamente en los diferentes grupos de cangrejos de rio que 
muestren las evidencias que sugieran su existencia, y tras incluir un muestreo complete 
y con las herramientas técnicas y metodolôgicas que permitan su distinciôn
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Este estudio soporta un grado de diferenciaciôn entre tipos de habitat dentro del lago 
Chapala y es coherente con que este evento de adaptaciôn se ha dado en escalas 
histôricas y los niveles de flujo genético reciente soportan la idea de una separaciôn 
genética progresiva de los morfotipos que se corresponde con la progresiôn entre tipos 
de habitat. El patrôn de flujo genético intermedio no es un impedimento para la 
especiaciôn ecolôgica (Schluter, 2009). Lejos de ello, estudios expérimentales han 
probado que utilizando loci neutrales como los microsatélites, el flujo genético 
intermedio es un patrôn esperable acompahado de selecciôn divergente fuerte y tamahos 
poblacionales grandes (Thibert Plante and Hendry, 2010).
De este modo, el escenario mâs coherente en las poblaciones de cangrejos de rio del 
lago de Chapala involucra ambos modelos de especiaciôn, en el que se observa un 
proceso de hibridaciôn entre dos entidades genéticas aisladas temporalmente y unidas 
con posterioridad. Actualmente el flujo genético observado en parte del intervalo de 
distribuciôn estaria determinado por condiciones ecolôgicas contrastantes, y habiendo 
interrupciôn de flujo genético no atribuible a mecanismos de aislamiento precigôtico, 
esperables en los mecanismos de especiaciôn alopâtrica. La evidencia de este trabajo es 
coherente con la influencia relativa de ambos modelos de especiaciôn (Schluter, 2009) y 
représenta un escenario de complejidad en que la separaciôn de los fenômenos 
histôricos y recientes es indispensable para el estudio evolutivo de poblaciones naturales 
(Thibert Plante and Hendry, 2010). De hecho, la teoria desarrollada en tomo a la 
especiaciôn simpâtrica sehala que el punto en el cual diferentes grupos pueden ser 
llamados “especies” es arbitrario. De hecho uno puede considerar que la especiaciôn es 
la conversiôn de un concepto de especie biolôgica a uno de especie genealôgica como 
un proceso continuo resultado de la acumulaciôn de barreras al flujo genético (Coyne
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and On, 2009). Esto no significa que la selecciôn deba ser ignorada, de hecho las 
baneras reproductivas probablemente resultan de la acciôn de la selecciôn natural.
Existen diferentes tipos de baneras reproductivas, cuyo origen se basa en diferentes 
mecanismos de selecciôn. Eo observado en este estudio puede relacionarse con el 
desanollo de baneras reproductivas por aislamiento ecolôgico, definido como: “las 
baneras de asilamiento basadas en las diferencias en la ecologia de las especies -o  
grupos genéticos- como productos secundarios de la adaptaciôn a un ambiente 
determinado” (On, 2001). El aislamiento de habitat se basa por lo general en la 
imposibilidad de un grupo de individuos de usar el ambiente de otro grupo. Esto puede 
basarse en diferencias genéticas, en la aptitud biolôgica asociadas con el uso del habitat, 
en la competencia -que “fuerza” a que las especies utilicen diferentes nichos en 
simpatria o en la habilidad de “encontrar” por locomociôn, los habitats donde los 
individuos estân mejor adaptados (Coyne and On, 2004). Posteriores estudios para 
identificar el mecanismo involucrado en la divergencia observada incluyen: 1) 
demostrar que la reducciôn del flujo genético disminuye conforme lo hace también el 
contacto entre miembros de ambos grupos (es decir, las baneras no son precigôticas); 2) 
la separaciôn espacial se basa en diferencias genéticas (es decir, no se debe sôlo a 
plasticidad morfolôgica). Ambos aspectos requieren de hipôtesis que pueden probarse 
tanto en la naturaleza como experimentalmente.
II 1.2.2 Patrones Macroevolutivos
Los patrones macroevolutivos identifïcados a partir del anâlisis cladogenético 
defïnieron que la especiaciôn alopâtrica es el patrôn de especiaciôn mâs comùnmente 
observado en el género Cambarellus. Asi lo indicaban la mayor parte de los eventos de
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cladogénesis soportados, al componerse de especies hermanas no simpâtricas o especies 
en simpatria pertenecientes a linajes diferentes (Capitulo 3 de esta tesis). La 
cladogénesis puede estar relacionada tanto con eventos climaticos como con la 
formaciôn de las propiedades fisiogrâficas durante la historia evolutiva de un grupo 
(Dobzhansky, 1940; Jordan, 1905; Mayr, 1942). Ambos fenômenos fueron coherentes 
con la diversificaciôn en Cambarellus, que mostraron diferentes efectos en los 
intervalos de distribuciôn del género (Capitulo 3 de esta tesis). La estimaciôn de 
tiempos de divergencia permite relacionar la historia de la tierra a los mecanismos 
vicariantes, mismos que promueven la especiaciôn alopâtrica.
En este trabajo se postula que los patrones de divergencia en ambos grupos 
geogrâflcos de Cambarellus son diferentes en varios aspectos. En primer lugar, las 
estimaciones temporales soportan una diversificaciôn mâs antigua en el Grupo del 
Golfo que en el Grupo de México. En segundo lugar, la cladogénesis del Grupo del 
Golfo podria ser mâs importante y las oscilaciones climâticas, las modificaciones 
orogénicas haber sido mâs déterminantes para la diversificaciôn de las especies 
existentes en el Grupo mexicano. La diversidad y confîguraciôn actual del género 
Cambarellus pueden ser resultado de importantes eventos de extinciôn, como ha sido 
observado en otros grupos de la misma regiôn, a consecuencia del aumento en la 
desertificaciôn desde el Pleistoceno tardio (Miller and Smith, 1986) y se relacionaria 
también con la actual separaciôn en la distribuciôn del género entre los cangrejos de 
Norteamérica y los distribuidos en la Mesa Central de México.
Como se ha expuesto, la diversidad tiene su origen en los patrones 
microevolutivos, y aquellos por los cuales éstos discurren y se diferencian en el tiempo 
se identifïcan con los patrones cladogenéticos. Como se ha mostrado en esta tesis, los
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patrones microevolutivos se relacionan con diferentes procesos de anagenesis, entendida 
como el cambio evolutivo dentro de un linaje (Coyne and Orr, 2004).
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CONCLUSIONES
De los estudios llevados a cabo en esta tesis, las siguientes conclusiones pueden ser 
enunciadas:
1. Los anâlisis filogeogrâficos del cangrejo de rio Austropotamobius italicus 
italicus indican que existe una estructura genética en la peninsula ibérica que le 
diferencia de las poblaciones de la subespecie en Italia, por lo que el origen 
natural de sus poblaciones (en contraparte a su origen por translocaciôn) es una 
altemativa factible.
2. Los eventos demogrâflcos registrados en las poblaciones de la Peninsula Ibérica 
y los patrones de variaciôn genética son coherentes con un escenario en que las 
variaciones climâticas durante el pleistoceno han influido su estructura genética 
y su distribuciôn de forma compleja, probablemente como resultado de 
regresiones y expansiones demogrâficas repetidas.
3. Los datos genéticos nucleares indican la existencia de cuellos de botella 
recientes en la mayoria de las poblaciones analizadas. Estos procesos de las 
poblaciones estân fuertemente determinados por la dériva hacia el interior cada 
poblaciôn, y podrian corresponder con la reducciôn drâstica de las poblaciones 
observada hace 20 anos en Espana.
4. Los anâlisis nucleares muestran la existencia de al menos dos grupos genéticos 
en las poblaciones de cangrejo de rio en Espana y su diferenciaciôn con la 
poblaciôn italiana de referencia, aunque se observa una buena cantidad de flujo 
genético entre las poblaciones espanolas, que podria ser el resultado de
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dispersion a larga distancia, posiblemente mediado por el hombre. Las medidas 
de repoblaciôn o refundaciôn de las poblaciones llevadas a cabo con fines de 
conservaciôn podrian estar relacionadas con el patrôn geogrâfico de variabilidad 
genética observado.
5. El estudio de la historia evolutiva proveniente del anâlisis filogenético de la 
subfamilia Cambarellinae es coherente con un patrôn generalizado de 
especiaciôn en alopatria. Los patrones de cladogénesis entre los dos intervalos 
geogrâflcos de la subfamilia contrastan en tiempo y factores déterminantes, al 
presentarse en grupo del Golfo de México un patrôn cladogenético coincidente 
con los cambios en los niveles del mar y en el Grupo México con la formaciôn 
del Eje Neovolcânico Transversal.
6. El estudio de la diversificaciôn de la subfamilia es coherente con un aumento en 
la tasa de cladogénesis, identificado como una radiaciôn significativa en el 
Grupo México. Ésta radiaciôn posiblemente se baya asociado a la formaciôn del 
Eje Neovolcânico Transversal.
7. El anâlisis del flujo genético entre morfotipos contrastantes (correspondientes a 
dos especies, Cambarellus chapalanus y Cambarellus prolixus) indica que hay 
una interrupciôn del flujo genético (aunque es intermedio en general) entre 
poblaciones de ambiente s distintos. Es probable que este patrôn sea resultado de 
un mecanismo de aislamiento reproductivo mediado por las diferencias 
ecolôgicas entre las poblaciones. Ea explicaciôn mâs congruente con este patrôn 
es que se trata de un proceso de divergencia adaptativa que ha mediado la 
separaciôn entre ambos morfotipos, ya que cumple con las observaciones 
esperables en un modelo de especiaciôn ecolôgica.
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C o n c l u s io n s
The following conclusions can be stated from the studies conducted in this thesis:
1. Phylogeographic analysis of the crayfish Austropotamobius italicus italicus 
indicate a genetic structure in the Iberian peninsula which differentiates it from 
the populations of this subspecies in Italy, so the natural origin of their 
populations (as a counterpart to its origin by translocation) is a feasible 
alternative.
2. Demographic events recorded in the populations o f the Iberian Peninsula and the 
patterns of genetic variation are consistent with a scenario in which climate 
changes during the Pleistocene have influenced its genetic structure and 
distribution, probably related to a complex history of repeated range regression 
and expansion processes.
3. Nuclear genetic data indicate the existence o f recent bottlenecks in most of the 
populations studied from Spain. These population processes are largely 
determined by the drift inside each population, and could correspond to the 
drastic reduction of the populations observed around 20 years ago in Spain.
4. The nuclear analyses show the existence of at least two genetic groups in the 
crayfish populations in Spain and its differentiation from the reference Italian 
population, although a good amount o f gene flow between populations from 
Spain, which could be the result o f dispersal long distance, has possibly been 
mediated by man. Conservation measures related to rehabilitation or
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reestablishment of populations may be related to the geographical pattern 
observed.
5. The study of the evolutionary history inferred from the phylogenetic analysis of 
the subfamily Cambarellinae is consistent with a generalized pattern of 
spéciation in allopatry. Contrasting patterns of cladogenesis between the two 
Groups in the subfamily were found to involve geographical and time 
differences. The pattern cladogenetic identified for the Gulf of Mexico Group 
was coincident with changes in sea levels since Eocene, and the one for the 
Mexico Group with the formation of Mexican Volcanic Belt.
6. The study of diversification of the subfamily is consistent with an increase in the 
rate of cladogenesis, which can be identified as a significant radiation in Mexico 
Group, probably due to the formation of Neovolcanic Transversal.
7. The analysis of gene flow between contrasting morphotypes (corresponding to 
two species, Cambarellus chapalanus and Cs. prolixus) indicates that there is an 
interruption of gene flow among populations from different environments 
(although intermediate, overall) and is likely a result of ecological differences 
between populations. The most consistent explanation with this pattern is a 
process mediated by adaptive divergence between the two morphs, as it meets 
the expected observations in a model of ecological spéciation.
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